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Der Einfluß von organischen Blei· und Zinnverbindungen auf die Signaltransduktion in vitro: 
Untersuchungen zur Veränderung der zytosolischen freien Calciumkonzentration 
Zusammenfassung: 
Die zellulären Wirkungsmechanismen organischer Blei- und Zinnverbindungen sind zum großen Teil nicht 
verstanden. Die immuno- und neurotoxischen Effekte dieser Xenobiotika lassen jedoch die Beeinflussung 
der Signalwege in den Zellen vermuten. Daher lag der Schwerpunkt dieser Arbeit in der Untersuchung der 
Signalübertragungswege und der damit verbundenen Regulation des Calciums. 
Sowohl in immunkompetenten Zellen (HL -60) wie auch in neuronalen Zellen (NG 1 08-15) induzierten die 
untersuchten Organametalle eine persistente Erhöhung der zytosolischen freien Calciumkonzentration. 
Mechanistische Studien m~ EGT A, dem Calciumkanalblocker Nickel und der Untersuchung der 
intrazellulären Speicher in den HL -60 Zellen ergaben, daß ausschließlich das extrazelluläre Calcium für 
den organometall-induzierten Anstieg der zytosolischen freien Calciumkonzentration verantwortlich ist. Die 
Bleiverbindungen sowie das Tributylzinn führten zur Öffnung von Calciumkanälen in der Plasmamembran. 
Die Experimente m~ den NG108-15 Zellen belegen diese Ergebnisse. Durch den Einsatz von Mangan 
(Mn2+) und Verapamil wurde nachgewiesen, daß der von Triethylblei und Tributylzirm induLierte 
Calciuminflux auch hier durch Calciumkanäle erfolgt. 
Während bestimmte rezeptor-aktivierte Signalwege durch die Organametalle nicht induziert werden. 
konnte die Hemmung von Ca2+-ATPasen ebenfalls beschrieben werden. 
Die von ihrer Stuktur abhängige Wirkung der Blei- und Zinnverbindungen resultierte in calcium-vermittelten 
Folgereaktionen, wie der Aktivierung der cPLA2 oder eventuell der Induktion der Apoptose. 
Die durch die Metallverbindungen veränderte Regulation der zytosolischen freien Calciumkonzentration 
war auch von anderen Ionengradienten an der Plasmamembran, wie Na+, Cl-, oder H+ abhängig. 
M~ dieser Arbeit wurde ein Beitrag zur Aufklärung der biochemischen Mechanismen und zum Verständnis 
der zellschädigenden Wirkung von Organametallen geleistet. 
The effect of organolead and ·tin compounds on signal transduction in vitro: lnvestigations on the 
cytosolic free calcium concentration. 
Abstract: 
The cellular effects of organolead and -tin compounds are not yet precisely understood. However. on the 
basis of their immuno- and neurotoxicity ~ is most likely that these substances interlere with cellular signal 
transduction. For this reason the effect on cytosolic free calcium concentration was investigated in this 
study. 
The organametals used induce a persistent increase in cytosolic free calcium concentration in human 
leukaemia HL-60 cells as weil as in neuroblastoma NG-108-15 cells. 
Studies on the mechanism of the organometal effect with EGTA and calcium channel blockers revealed 
that an influx of calcium from the extracellular space is responsible for the organometal-induced calcium 
elevation in HL-60 cells. The effect of the investigated Iead compounds and tributyltin is due to calcium 
channel opening in the plasma membrane. The same is true for the NG108-15 cells. Activation of distinct 
receptor-mediated signal transduction is not the reason for channel opening. The regulation of cytosolic 
free calcium concentration was affected by inhibition of plasmamembrane Ca2+-ATPases as weil as by 
disturbance of other ion gradients. A consequence of the organometal effect on the cytosolic calcium 
concentration is the activation of a cPLA2 and perhaps the induction of apoptosis. 
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1.1. Blei- und Zinnverbindungen in der Umwelt 
Die toxische Wirkung von Metallen ist schon sehr lange bekannt und die Menschheit hat schon 
seit vielen Jahrhunderten Erfahrungen mit ihrer gesundheitsschädigenden Wirkung gesammelt. 
Ihre Derivate, die Organometalle, sind seit dem 19. Jahrhundert publik. 
Die erste Organableiverbindung (Hexaethyldiblei) wurde 1853 synthetisiert. 
Organobleiverbindungen gewannen mit der Entwicklung von Verbrennungsmotoren an 
Bedeutung, da sie dem Benzin als Antiklopfmittel zugesetzt wurden. Dadurch stieg die 
Produktion von Tetraethylblei und später von Tetramethylblei so drastisch an, daß sie neben 
wenigen anderen zu den am meisten produzierten organischen Verbindungen gehörten 
(Grandjean, 1983). Im Jahr 1976 wurden in den USA dem Benzin 217.500 t Blei zugesetzt und 
erst mit der Einführung von bleifreiem Benzin sank der Bleiverbrauch langsam ab, 1983 betrug er 
noch 85.000 t (Blunden & Chapman, 1986). In Westeuropa lag der Bleiverbrauch in diesem 
Zeitraum ungefähr konstant bei 90.000 t pro Jahr (Blunden & Chapman, 1986) und erst Ende der 
80er Jahre hat in Westeuropa die Einführung von bleifreiem Benzin zur Verringe1ung der 
Organobleiemission geführt (Umweltbundesamt, 1995). Weltweit wird aber bis heute verbleites 
Benzin verwendet, so werden z.B. in Indien jedem Liter Kraftstoff 560 mg Tetraethylblei 
zugesetzt (Shivakumar, 1993). Im Stadtverkehr kommen ca. 1-2% der Organableiadditive 
unverbraucht mit den Abgasen in die Umwelt. 
Auch Organazinnverbindungen sind seit Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt. Ihre Nachfrage nahm 
mit der Entdeckung ihrer starken bioziden Wirkung rapide zu. Während 1950 gerade 50 t 
produziert wurden, waren es im Jahr 1987 weltweit 35.000 t, davon 8.000 t Triorganozinnspezies 
(Blunden & Chapman, 1986) mit einer Vielfalt von Anwendungsmöglichkeiten. In der 
holzverarbeitenden Industrie und in der Landwütschaft werden sie als Fungizide und Insektizide 
eingesetzt. Der Zusatz von Tributylzinn (TBT) in Schiffsanstrichfarben hat zu dessen Verbreitung 
in aquatischen Ökosystemen geführt, da der Anteil von TBT in den Farben bis zu 
20 Gewichtsprozent beträgt und der Fa1·banstrich, der nicht sehr beständig ist, alle 2 Jahre 
erneuert werden muß. Mitte der 80er Jahre wurde TBT als Zusatz zu SchiffsanstrichsfaJ·ben 
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wegen seiner hohen Toxizität in England, USA und Frankreich verboten. In Deutschland dütfen 
nur noch Schiffe, die länger als 25 m sind, mit TBT-haltigen Farben gestliehen werden. Es wurde 
festgestellt, daß die letale Dosis für Larven von Invertebraten 1 IJg/l beträgt, und daß selbst mit 
noch niedrigeren Konzentrationen die Wachstums- und Reproduktionsrate von Muscheln 
vermindert ist (zitiert nach Mattin-Landa et al., 1989). Dialkylierte Zinnverbindungen werden 
Kunststoffen, insbesondere dem PVC, als Stabilisatoren beigemengt. 
1.2. ie ela tung des nschen durch rgan m alle 
Der Mensch kann sich der Anfn::~hmP. von toxischen Met11len nicht mehr entziehen. Die 
Inkorporation eti'olgt vor allem durch die Luft und mit der Nahrung. ln die Luft gelangen 
insbesondere die Organableiverbindungen aus I<~raftfahrzeugabgasen, aber l"lllr"> h 0) 11 f' 01Mo ,-ln. *~0 .-.. UULdl aULt Lll1UV1Vll 
Quellen, wie z.B. aus Mülldeponien, so wurde in Deponiegasen 120-4400 ngJm3 Organozinn 
nachgewiesen, das durch Biomethyliemng der abgelagerten Schwermetalle entstanden ist (Hirner 
et al., 1994). 
In verschiedenen Nahmngs- und Genußmitteln konnten bereits folgende Werte festgestellt 
werden: 
Tabelle 1: Die Belastung von Nahrungs- und Genußmitteln mit Organomelallen. 
Organometall- Nahrungs- bzw. Konzentration Referenz 
Genußmittel 
TBT Lachs 0,188 ppb Sullivan et al., 1988 
TBT Lachs 0,85 ~g/g FG 1 Martin-Landa et al., 1989 
TBT Fisch 2,04 ppm Sasaki et al., 1988 
TBT Austern 5,9 ~g/g FG Stephenson & Smith, 1988 
TBT Wein 0,8 ng/ml Forsyth et al., 1992 
TEL Wein 2,7 ng/1 Lobinski et al., 1993 
TML Wein 1 ,8 ng/1 Lobinski et al., 1993 
TEL Karpfen 1,2 ~g/g FG Chau et al., 1984 
1 FG: Fnschgewicht 
Die Belastung der Meerestiere mit Organametallen liegt höher, als in der Umwelt, denn innerhalb 
der aquatischen Nahrungskette wurden in jüngster Zeit Bioakkumulationsfaktoren von 100.000 
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für Invertebraten und 10.000 für Vertebraten nachgewiesen (Von Burg & Greenwood, 1991). Im 
allgemeinen sind die Bioakkumulationsfaktoren mit 2-88 für Triethylblei und 120-3189 für 
Tetraethylblei bei weitem nicht so hoch (Chau et al., 1988). 
1.3. Die Toxizität von Organemetallen 
Die Organableiverbindungen sind lipophil, so daß sie durch die Haut und die Epithelien der Lunge 
aufgenommen werden unrl direkt ins Blut gelangen. Aus den tetraalkylietten Verbindungen 
entstehen durch Dealkylierung in der Leber die relativ stabilen di- und trialkylierten Detivate. Die 
Anreichcrung cdolgt nicht nur in der Leber, sondern anch in den Nieren und im 
Zentralnervensystem. In schweren Fällen von Vergiftungen mit Tetraethylblei wurden 
Konzentrationen von 50 11g/kg Frischgewicht im menschlichen Gehirn gefunden (Grandjean; 
1983). 
Die Belastung der Atemluft ist an ArbeiLo;;plätzen mit hohen Organableikonzentrationen von 
Bedeutung. In einer Studie wurde die Belastung von Tankstellenpersonal, Verkehrspolizisten und 
Kontrollpersonen verglichen. Durchschnittlich war das Tankstellenpersonal 84,8 11g, die 
Verkehrspolizisten 5,2 11g und die Kontrollpersonen 1,1 11g Tetraethylblei pro m3 Atemluft 
exponiert. Diese unterschiedliche Belastung spiegelt sich in der Ausscheidung von Diethy1blei mit 
dem Urin wieder. Beim Tankstellenpersonal wurde durchschnittlich 43 11gll, bei Polizisten 
8,38 11gll und bei den Kontrollpersonen 3,82 1-lg/1 Diethylblei im Utin nachgewiesen. In der 
Kontrollgruppe und bei den Verkehrspolizisten gab es keine klinischen Befunde, während beim 
Tankstellenpersonal eine signifikante Zunahme von Tremor und Bradykardie beobachtet wurde 
(Zhang, 1994). 
Nach Exposition mit Organablei in akut toxischen Konzentrationen sind die klinischen 
Manifestationen z.B. Kopfschmerz, Erbrechen, Beeinträchtigung des Gedächtnisses, 
Konzentrationsschwietigkeiten, Tremor, Schwäche und Schlaflosigkeit. Die Auswirkungen der 
chronischen Exposition sind nicht so leicht zu diagnostizieren. Bisher liegen nur einige 
Untersuchungen vor, die von Störungen des ZNS (Grandjean, 1983) und von pathologischen 
Veränderungen des Hippocampus und des Cerebellums belichten (Walsh et al., 1986). 
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Organazinnverbindungen sind nach oraler Verabreichung bei Versuchstieren immuno- und 
hepatotoxisch. Die Atrophie des Thymus und die Suppression von thymusabhängigen 
Immunreaktionen wurde bei Ratten beschrieben. Die Schädigung der Leber und der Gallenkanäle, 
sowie Störungen des Hormonsystems wurden ebenfalls nachgewiesen (Henschler, 1991 ). Im 
Tierversuch manifestiert sich die Hepatotoxizität durch die Atrophie der Hepatozyten und führt in 
schweren Fällen zur Degeneration des gesamten Organs (Krajnc, 1984 ). Demgegenüber konnten 
bei Versuchstieren, denen mit der Diät Trimethylzinn und Triethylzinn verabreicht wurde 
neurotoxische Wirkungen festgestellt werden. Die Behandlung mit Triethylzinn hatte zur Folge, 
daß die Axone und die Myelinscheiden aufquollen. Die Verabreichung von Ttimethylzinn war 
durch die Nekrose von Nervenzellen, vor allem im Hippocampus, charakterisiert (Boyer, 1989). 
Als Folge einer Intoxikation traten Lähmungen, Tremor, Kopfschmerzen, Erbrechen und 
Störungen des Gleichgewichtssinns auf (Daunderer, 1990). 
1.4. Molekulare Wirkungsmechanismen der Organa-
metalle 
Gerade subklinische Effekte bleiben oft unbemerkt, da die Symptome nur langsam, fast 
unmerklich auftreten und nicht unmittelbar mit den Schadstoffen in Zusammenhang gebracht 
werden können. Deshalb ist es auf diesem Gebiet besonders wichtig, biologische Testsysteme zu 
finden, mit denen die Wirkungen von gelingen Toxinkonzentrationen erkannt werden können. Um 
dieses Problem angehen zu können, müssen zunächst einzelne Aspekte herausgegtiffen und z.B. 
isolierte Organe, oder, nach einem weiteren Schritt der Vereinfachung, einzelne Zellen untersucht 
werden. Nach der Analyse der Wirkungsmechanismen auf zellulärer bzw. organischer Ebene kann 
dann versucht werden, die Einzelaspekte, die auf allen Ebenen untersucht wurden, vergleichbar 
mit einem Puzzle wieder zu einem Ganzen zusammenzufügen und dadurch eine realistische 
Einschätzung der Risiken für Menschen und andere Lebewesen zu ermöglichen. 
In vitro Zellkulturen sind deshalb zu attraktiven und weitverbreiteten Untersuchungsobjekten in 
der Zellbiologie geworden, und viele Zellkulturen sind gegenwärtig sehr gut beschrieben. Durch 
diese Charaktetisierung hat sich herauskristallisiert, daß Zellen in Kultur ihre Eigenschaften 
verändern. So verlieren z.B. primäre Hepatozyten in Kultur einige ihrer metabolischen 
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Fähigkeiten. Wenn Wirkungsmechanismen von Toxinen untersucht werden sollen, müssen deshalb 
Zellkulturen ausgewählt werden, die im zu untersuchenden Prozeß genauso kompetent sind, wie 
ihre Stammzellen im Organismus. 
Zur Aufklärung von molekularen Wirkungsmechanismen der Organableiverbindungen liegen 
bisher nur wenige Erkenntnisse vor. Die ersten Experimente mit isolierten Mitochondden zeigten, 
daß durch Tdethylblei der Energiehaushalt gestört wird. Es interkaliert in die 
Mitochondrienmembran und bewirkt den Austausch von Chloddionen gegen Hydroxidionen 
durch die Membran. Dadurch wird der Protonengradient verringett, wobei die treibende Kraft der 
Chiaridgradient an der Membran ist (Aldridge, 1976). Dieser Untersuchung folgten, nachdem die 
Bedeutung von Calcium bei der Signaltransduktion klar wurde, Berichte über die Wirkung von 
Triethylblei auf den Calciumhaushalt Es wurde nachgewiesen, daß Tdethylblei den zytosolischen 
Calciumspiegel von Hepatozyten erhöht, indem es die Ca2+-ATPase der Mitochondden- und der 
Zytoplasmamembran hemmt (Albano et al., 1994). Untersuchungen zur neurotoxischen Wirkung 
von Tdethylblei wurden von Komulainen und Bondy (1987) an Synaptosomen durchgeführt, die 
von Rattenneuronen präpariett worden waren. Sie stellten fest, daß Tdethylblei hauptsächlich an 
der Plasmamembran wirkt, wo es zu einer Depolarisation des Membranpotentials führt, wodurch 
ein Calciumeinstrom durch spannungsabhängige Calciumkanäle auslöst wird. Die 
Mitochondden bleiben von Tdethylblei unbeeinflußt. Eine weitere Arbeit dieser Gruppe 
(Kauppinen et al., 1988) mit Synaptosomen aus Meerschweinchen beschrieb konträre Ergebnisse. 
In diesem System veränderte sich das Membranpotential nur geringfügig. Der Calciumeinstrom 
war also nicht mit dem gleichen Mechanismus erklät·bar. Zusätzlich wurde eine Depolarisation des 
mitochondrialen Membranpotentials und eine verstät·kte Respiration festgestellt. Die 
Organametalle verursachen demnach unterschiedliche Wirkungen, wenn verschiedene Zellen 
untersucht werden. 
Audesirk und Kollegen (1989) machten die Beobachtung, daß an Neuronen von 
Hühnerembryonen das Auswachsen von Neuriten durch Tdethylblei vermindert wurde und 
erklärten dies mit Verändemngen des Zytoskeletts. Es ist bekannt, daß die Organisation des 
Zytoskeletts von der Calciumkonzentration abhängig ist. In unserem Labor wurde gezeigt, daß 
Organobleiverbindungen das Zytoskelett von HL-60 Zellen (Käfer et al., 1992) und Epithelzellen 
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der Rattenniere verändern (Krug et al., 1993). Als weiterer calciumgesteuerter Prozeß, wurde die 
Arachidonsäurefreisetzung nach Aktiviemng einer zytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2) durch 
die Organobleiverbindungen beschrieben (Krug & Berndt, 1987; Kmg & Culig, 1991; 
Käfer et al., 1992). 
Im Vergleich zu den Organobleiverbindungen wurde den Wirkungen der Zinnverbindungen 
Trimethylzinn, Tliethylzinn, Tlipropylzinn und Tributylzinn bisher melu· Aufmerksamkeit 
geschenkt. Wie Triethylblei transpOliieren die genannten Zinnverbindungen CI- im Austausch 
gegen OH- durch die Membran von isolierten Mitochondlien (Aldridge, 1976) aber auch durch 
andere Membranen (Selwyn, 1976). Zusätzlich wird die Atmungskette und die 
F0 F 1-ATP-Synthase beeint1ußt (Snoeij et al., 1986; Chow et al., 1992). 
Die Beeinträchtigung des Calciumhaushaltll war bereits Gegenstand von Untersuchungen mit 
Oganozinnverbindungen. Die Aktivierung von Calciumkanälen (Chow et al., 1992) und die 
Hemmung von Ca2+ -ATPasen des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) (Kodavanti et al., 1991) 
und der Zytoplasmamembran (Chow et al., 1992) wurde beschrieben. Tributylzinn induziert auch 
die Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern (Chow et al., 1992; Oyama et al., 
1994). Als Folge des gestörten Calciumhaushalts werden, wie nach Triethylblei Exposition 
bescluieben, calciumregulierte Prozesse beeinflußt. So wurde bereits von der Modifikation des 
Zytoskeletts (Marinovich et al., 1990) und der Aktiviemng einer cPLA2 berichtet (Zaucke, 1993). 
Auch die Induktion der Apoptose durch Tributylzinn wird im Zusammenhang mit einer Erhöhung 
der Calciumkonzentration im Zytosol diskutiert, da es zur Aktivierung von Endonukleasen 
kommt, welche die DNA fragmentieren (Aw et al., 1990; Raffray & Cohen, 1991). Die 
Signaltransduktion durch cAMP wird durch Tliethylzinn (Kodavanti et al., 1991), Tlipropylzinn 
und Tiibutylzinn beeinträchtigt (Snoeij et al., 1986). 
1.5. Die Struktur der Organemetalle bestimmt ihre 
Toxizität 
Die Toxizität der organischen Zinn- und Bleiverbindungen ist selu· unterschiedlich. Es hat sich 
herausgestellt, daß neben dem zentralen Metallatom hauptsächlich der Alkyliemngsgrad und die 
Länge der Kohlenwasserstoffkette die toxische Kapazität bestimmen. Die Toxizität steigt mit 
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zunehmender Alkylkettenzahl und zunehmender Länge der Alkylkette an, eneicht bei einer 
Kettenlänge von 4-5 Kohlenstoffatomen ein Maximum und nimmt dann wieder ab, da mit 
zunehmender Kettenlänge die polare Komponente maskiert und zusätzlich die Bildung von 
Micelien gefördert wird (Schüürmann & Röderer, 1988; Ade et al., 1996). Die Grundlage dafür 
sind wohl die ambivalenten chemischen Eigenschaften der Organometalle. Die hydrophoben 
Eigenschaften der Alkylketten begünstigen die Wechselwirkungen mit zellulären Membranen und 
Lipiden (Ali et al., 1987; Gray et al., 1987), während das polare Metallatom möglicherweise die 
spezifischen Reaktionen mit Membrankomponenten, wie Ionenkanälen und Enzymen, vermittelt. 
So haben Bindungsstudien gezeigt, daß Zinnatome mit Thiolgruppen und heterozyklischen 
Stickstoffatomen Komplexe bilden, wodurch Enzyme wie die Häm-Oxygenase aktivie1t 
(Rosenberg et al., 1984) oder die Glutathion-Transferase gehemmt werden können 
(Mosialou & Morgenstern, 1989). Es wurde aber auch gezeigt, daß die dreidimensionale Struktur 
der Verbindungen wichtig für die Bindung an Proteine ist (Siebenlist & Taketa, 1986). Die 
Kombination dieser gegensätzlichen Charakteristika ist verantwortlich für die toxische Potenz 
dieser Substanzen. 
1.6. Die Regulation 
Calciums 
und Funktion des :zellulären 
Es ist eine interessante Frage, warum sich im Lauf der Evolution gerade Calcium als second 
messenger entwickelt hat. Calcium hat als Ion einen relativ hohen Diffusionskoeffizienten und 
eignet sich daher gut, um Signale an Membranen zu übertragen, wenn ein Konzentrations- bzw. 
ein elektrischer Gradient vorhanden ist. Diese Gradienten werden durch Transportsysteme 
aufrechterhalten und sind wohl ursptünglich dadurch entstanden, daß im Zytosol viele 
Phosphatester vorhanden sind, die mit Calcium schwerlösliche Salze bilden. Der Gradient an der 
Plasmamembran für Calcium ist sehr hoch, da im extrazellulären Raum 1-2 mM und im Zytosol 
nur 50 - 100 nM freies Calcium vorhanden ist, so daß eine große elektrochemische Kraft entsteht. 
Schon bei geringen Petmeabilität~änderungen der Plasmamembran, induziert durch einen 
ph.~siologischen Stimulus, kommt es daher zu deutlichen Veränderungen des zytosolischen 
Calciumspiegels, der zu Signalzwecken genutzt werden kann. Es ist wichtig zu beachten, daß es 
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sich bei dem besprochenen Konzentrationsunterschied zwischen zytosolischem und 
extrazellulärem Calcium um ionisches Calcium handelt. Die Calciumkonzentration im Zellinneren 
kann ebenfalls im millimolaren Bereich liegen, Erythrozyten enthalten 20 JlM, Nervenzellen 
l ,5 mM, Leberzellen 1,6 mM, Lymphocyten 2 mM und Herzzellen 4 mM Calcium, davon ist nur 
ein Bruchteil freies Calcium, da der Großteil an Proteine gebunden ist. 
Im Vergleich zu anderen Ionen, die im Zellinneren mit Calcium um Bindungsstellen konkurrieren, 
besitzt Calcium noch weitere Eigenschaften, die es als second messenger besonders geeignet 
machen. Calcium ist fähig, mehrere Liganden zu binden, z.B. 6-8 Sauerstoffatome, wobei es keine 
Rolle spielt, ob das Sauerstoffatom geladen oder nur polalisiert ist. Das Magnesiumion, das der 
intrazelluläre Konkurrent von Calcium ist, zeigt hingegen keine besondere Affinität zu 
ungeladenem Sauerstoff. Calcium unterscheidet sich von Magnesium auch dadurch, daß es 
asymmetlische Koordinationsräume mit großem Radius bildet, wäluend Magnesium einen 
oktaedrischen Koordinationsraum mit kleinem Radius besitzt. Calcium ist somit besser an 
unregelmäßige Hohlräume von Proteinen angepaßt und ist in der Lage, Proteinstrukturen zu 
vernetzen, wodurch Konfonnationsänderungen hervorgerufen werden können. Magnesium kann 
sich nicht so gut in die Proteinstrukturen einpassen und sättigt seine Kordinationsstellen mit 
Sauerstoff aus dem Wasser ab, wodurch seine Affinität zu den Proteinen entscheidend 
herabgesetzt wird. Dadurch ist Calcium als Bindungspartner bevorzugt, selbst wenn Magnesium 
im 1 OOOfachen Überschuß vorliegt. 
Die Regulation der zytosolischen Calciumkonzentration 
Temporäre Änderungen der zytosolischen Calciumkonzentration sind ein ubiquitäres 
intrazelluläres Signal. Während viele andere second messenger Moleküle metabolisiert werden 
können, trifft dies für Calcium nicht zu. Die Zelle muß daher den Calciumspiegel sehr genau 
kontrollieren und regulieren. Sie ist dafür mit calciumbindenden und -transportierenden Proteinen 
ausgestattet. Diese Proteine müssen besonders gestaltet sein, um Calcium selektiv binden bzw. 
leiten zu können. Von großer Bedeutung sind auch die Calciumkanäle, von denen sich je nach 
Zelltyp unterschiedliche Arten finden. In erregbaren Zellen sind spannungsabhänigige 
Calciumkanäle vorhanden, und generell fmden sich in allen Zellen rezeptor-, second messenger-
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und G-protein-gesteuerte Calciumkanäle. Außerdem existieren Kanäle, die durch einen löslichen 
Faktor (CIF, Abb. 1) gesteuert werden, der im ER gebildet wird (Fascolato etal., 1994). Ein 
spannungsabhängiger Kanal setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen, die aus jeweils sechs 
membrandurchspannenden Domänen bestehen. Die fünfte und sechste membrandurchspannende 
Domäne einer Kanaluntereinheit sind durch die Porenschleifen verbunden, die den 
Selektivitätsfilter fmmieren. Die Selektivität wird durch bestimmte Aminosäuren der Schleifen 
bestimmt (Catterall, 1994; MacKinnon, 1995). 
In der Plasmamembran wurden Ca2+-ATPasen sowie Ca2+J3 Na+-Austauscher nachgewiesen und 
inzwischen werden auch Ca2+J2 H+-Austauscher diskutiert (Tsunoda et al., 1991, Yang et al., 
1995). 
Im endoplasmatischen Retikulum (ER) bzw. SR sind hauptsächlich Proteine wie die 
Ca2+ -ATPasen und die IP3- bzw. ryanodin-sensitiven Calciumkanäle an der Regulation des 
Calciumhaushalts beteiligt. Die Ca2+ -ATPasen des ER unterscheiden sich pharmakologisch von 
denen der Plasmamembran, da sie z.B. durch Thapsigargin oder Cyclopiazonsäure hemmbar sind 
(Demaurex et al., 1992; Schalff & Foder, 1993). 
Caldumpufferung von Zytoplasma, Plasmamembran, ER und SR 
Ein Großteil des intrazellulär vorhandenen Calciums wird in den Organellen gespeichert. Die 
Speicherung ist von energieverbrauchenden Transportproteinen, den Ca2+ -ATPasen, abhängig. 
Zusätzlich kann Calcium an negativ geladene Phospholipide der Membranen binden. Aber auch 
Metabolite, wie zum Beispiel organische und anorganische Phosphate, binden Calcium. In 
menschlichen Neutrophilen und Blutplättchen ist die zytosolische Pufferkapazität für Calcium ca. 
0,7 mmol/1 mit durchschnittlichen ~-Werten von 0,55 bzw. 0,14jlmolll. Die Pufferkapazität des 
Zytosols ist von der Protonen- und der Magnesiumkonzentration abhängig, da diese mit Calcium 
um die Bindungsstellen konkurrieren. Eine wichtige Rolle spielen calciumbindende Proteine im 
Zytosol und in den Organellen, die spezielle Bindungsstellen mit hoher Affinität zu Calcium 
besitzen. Diese Proteine werden nach strukturellen Merkmalen den Annexinen oder der EF-Hand 
Familie zugeordnet. Das wichtigste Protein der EF-Hand Familie ist Calmodulin, ein ubiqutärer 
Modulator von Proteinkinasen und anderen Enzymen. Ein weiteres Beispiel ist Troponin, das bei 
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niedrigen Calciumkonzentrationen die Wechselwirkung von Aktin und Myosin verhindert. Andere 
Proteine dieser Familie wirken, soweit bisher bekannt, als Calciumpuffer, wie z.B. Parvalbumin 
oder Calbindin. Die Proteine, die zur Gruppe der Annexine gehören, binden in Gegenwart von 
Calcium an saure Phospholipide der Plasmamembran. Beispiele sind das Gelsolin, das mit dem 
Zytoskelett assoziiert ist, sowie Calpactin, Lipocortin und Endonexin, die bei der Sekretion von 
Vesikeln involviert sind. 
Im ER, das als Hauptspeicher des IP3 sensitiven Calcium gilt, binden Proteine wie das 
Calsequestrin und das Calreticulin 0,2 - 0,4 mmol/1 Calcium. Diese Proteine besitzen eine geringe 
Affinität zu Calcium (kd: 1-4 mM), so daß Calcium jederzeit für Signalzwecke mobilisiert werden 
kann. Mitochondden akkumulieren bis zu 0,5 mmol/1 Calcium in ihrer Matlix (Scharff & Foder, 
1993). 
Die Bedeutung von Calcium in anderen zellulären Organellen 
Die innere Mitochonddenmembran enthält drei Proteine, die für den Calciumhaushalt von 
Bedeutung sind. Neben einem elektrogenen Calciumtransporter, der Calcium sehr schnell, durch 
das Membranpotential getrieben, vom Zytosol in die mitochonddale Mattix pumpt, existieren 
Ca2+f3 Na+-, bzw. Ca2+f2 H+-Antiporter, die Calcium ins Zytosol transportieren. Dieser 
Calciumefflux ist wichtig für die Aufrechterhaltung des Membranpotentials an der inneren 
Mitochondrienmembran. Da das Membranpotential sehr negativ ist ( -180 m V), besteht ein großer 
elektt·ochemischer Gradient der den Einstt·om von Kationen stark begünstigt (Pozzan et al., 
1994). 
Im Gegensatz zum im ER gespeicherten Calcium wird dem mitochondlialen Calcium keine 
wichtige Rolle bei der Steuemng von zytosolischen Vorgängen zugeschrieben, es soll vielmehr für 
die Funktion der Mitochondlien von Bedeutung sein. 
Der hohe Calciumgehalt der Granula und Vesikel, wie z.B. der chromaffinen Granula des 
Nebennierenmarks und der Zymogengranula des exokrinen Pankreas, ist schon lange bekannt, 
aber dessen Funktion ist weitgehend unbekannt. 
Die Funktion von Calcium im Kern ist bisher noch wenig untersucht und wird immer noch 
diskutiert. Es gibt inzwischen wichtige Hinweise auf die Beteiligung bei der DNA-Replikation und 
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der Genexpression. Insbesondere ist bisher nicht klar, ob sich die Calciumkonzentration im Kern 
als Folge der Diffusion von Calcium durch die Kernporen dem Zytosol anpaßt, oder ob der Kern 
die Calciumkonzentration unabhängig reguliert. Von beiden Möglichkeiten wurde in der Literatur 
berichtet (Scharff & Fader, 1993). 
Calcium als second messenger 
Calcium leitet Signale, die an der Außenseite der Zellmembran ausgelöst werden im Zytosol 
weiter. Bei den Signalen handelt es sich in nicht etTegbaren Zellen um Hormone, 
Wachstumsfaktoren oder Mediatoren, die nicht durch die Zytoplasmamembran diffundieren 
können und daher an Rezeptoren binden. Gegenwärtig werden mindestens zwei Rezeptorklassen 
unterschieden (Abb. l). Die G-protein-gekoppelten Rezeptoren (GPR) mit 7 transmembraneo 
Domänen und die Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivität (TKR). Wachstumsfaktoren, wie PDGF 














Abb. 1: Schema der Signaltransduktionswege, welche die zytosolische freie Calciumkonzentration 
steuern. Details finden sich im Text. 
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Anlagerung zwei Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivität und als Folge gegenseitiger 
Phosphorylierungen entsteht eine Bindungstelle für die Phospholipase C-y, (PLC-y) die dadurch 
an die Membran verlagert und nach Phosphorylierung aktiviert wird. Hormone, wie Adrenalin, 
Bradykinin oder Glucagon, verändern, nachdem sie an den Rezeptor gebunden haben, dessen 
Konformation, die auf das assoziierte trimere G-Protein übertragen wird und zu dessen 
Dissoziation in Ga und Gß'Y führt. Die Ga Untereinheit tauscht danach GDP gegen GTP und 
aktiviert durch Interaktion an spezifischen Bereichen die PLC-ß. Die GPR stimulieren Enzyme 
vom Typ PLC-ß, während die TKR Enzyme vom Typ PLC-y aktivieren. Beide PLC-Typen 
katalysieren die Freisetzung von Diacylglycelin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) aus 
Phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphat. Die beiden freigesetzten Substanzen sind second 
messenger und IP3 löst die Freisetzung von Calcium aus dem ER aus, nachdem das Molekül an 
seinen Rezeptor am ER gebunden hat. Calcium wird aber nicht nur aus intrazellulären Speichern 
freigesetzt, sondern strömt zusätzlich durch spannungsunabhänigige, second messenger-
gesteuerte, bzw. durch Rezeptor-gekoppelte Kanäle, von außen ins Zytosol. Eine der 
aufregendsten Entdeckungen in der jüngeren Zeit, die im Zusammenhang mit dem 
Calciumhaushalt gemacht wurden, war die Aktivierung eines Calciumstroms von außen durch die 
Plasmamembran ins Zytosol nach der Entleerung von intrazellulären Calciumspeichern, der als 
kapazitativer Calciumeinstrom bezeichnet wurde (Putney, 1986). Diesem Modell liegt die 
Beobachtung zugrunde, daß in einigen Zellen ein Calciumeinstrom durch die Plasmamembran 
stimuliert wurde, nachdem die artifizielle Entleerung des ER durch Thapsigargin, einem Inhibitor 
der Ca2+-ATPasen des ER, der nicht die Bildung von IP3 induziert, herbeigeführt wurde (Abb. 1). 
Es wurde ein diffusionsfähiger Botenstoff (Calcium Influx Faktor, CIF) postuliert, der nach der 
Entleerung der Speicher gebildet wird und den beobachteten Calciumstrom durch die Membran 
auslöst. Als Alternative zum CIF wird die Interaktion von Membranproteinen des ER mit den 
Calciumkanälen der Plasmamembran diskutiert. Für beide Mechanismen gibt es bislang keine 
überzeugenden experimentellen Befunde (Clapham, 1995). 
Erregbar·e Zellen besitzen, neben den für nichterregbare Zellen schon angesprochenen Systemen, 
spannungsabhängige Calciumkanäle, die es diesen Zellen ermöglichen, den zytosolischen 
Calciumspiegel dramatisch zu erhöhen. Die Depolarisierung des Membranpotentials initiiert 
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Konfonnationsänderungen von spannungssensitiven Regionen der Kanäle, wodurch der 
Calciumdurchtlitt ennöglicht wird. Das Ausmaß der Depolarisation bestimmt die 
elektrochemische Kraft für den Calciumeinstrom, während die Öffnungszeit unabhängig davon ist. 
Der Calciumeinstrom aktiviert dann Ryanodin-Rezeptoren, die wiederum die Freisetzung von 
Calcium aus den intracellulären Speichern auslösen (Berridge, 1993). 
Calciumoszillationen 
In vielen verschiedenen Zelltypen sind inzwischen Calciumoszillationen nachgewiesen worden. 
Diesen wird eine wichtige Rolle bei der zellulären Signaltransduktion zugesclu<ieben, obwohl die 
Mechanismen und ihre biologische Relevanz noch nicht geklärt sind. Es wird angenommen, daß 
durch die Oszillationen Proteinphosphorylierungen reguliert werden und daß sie eine Form von 
frequenzmodulietten Signalen darstellen. Sie sollen die Signalerkennung erhöhen, die 
Desensibilisiemng der Zellen und die Toxizität von Calcium verhindem. 
Nach physiologischen Merkmalen werden sie in zwei Klassen untetteilt: zytosolische 
Calciumoszillationen, die durch periodische Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern 
charakterisiert sind, und Plasmamembran-Oszillationen, die man im allgemeinen bei erregbaren 
Zellen findet. In diesen Zellen sind die Calciumoszillationen durch Öffnen und Schließen von 
spannungsabhängigen Calciumkanälen gesteuert, die von K+-Strömen begleitet werden. Der 
Ca2+-Einstrom aktiviert Kaliumkanäle in der Plasmamembran und der K+-Ausstrom fühtt zu einer 
Hyperpolalisation der Membran, wodurch sich die Calciumkanäle schließen. Der versiegende 
Ca2+ -Strom beendet dann den K+ -Strom und mit der anschließenden Repolar:isation ist die 
Voraussetzung für eine erneute Depolarisation geschaffen. 
Wesentlich komplizierter sind die Mechanismen bei den zytosolischen Oszillationen, bei denen 
zwischen rezeptor-gesteuerten und second messenger-abhängigen Modellen unterschieden wird. 
Im zuerst genannten Modell ist die Oszillation von der periodischen Entleerung der IP3-sensitiven 
Speicher entsprechend einem Ansteigen und Absinken der IP3 Konzentration abhängig. Diese 
IP3-0szillation kommt wiedemm durch eine negative Rückkopplung zustande, bei der die 
Proteinkinase C (PKC) die PLC hemmt. Die Hemmung wird durch Phosphoryliemng des 
Rezeptors oder des G-Proteins eneicht und die anschließende Dephosphoryliemng soll, gefolgt 
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von einer erneuten IP3 Produktion, den Zyklus aufrecht erhalten. Das zweite Modell, das sich 
wiederum in mehrere Kategorien unterteilen läßt, postuliert die Rückkopplung zwischen IP3 und 
Calcium. Die von IP3 eingeleitete Calciumfreisetzung verstärkt zunächst die IP3-Produktion, da 
die PLC aktiviert wird. Als unmittelbare Folge steigt die Calciumkonzentration im Zytosol weiter 
an. Nachdem das IP3 metabolisiert ist, wird Calcium wieder in die Speicher zurückgepumpt, 
wobei auch die Mitochondrien beteiligt sein sollen. Sind die Speicher wieder gefüllt, soll durch 
IP3 erneut Calcium freigesetzt werden, womit sich der Kreis schließt. Andere Experimente deuten 
darauf hin, daß bei erhöhter Calciumkonzentration die Affinität des IP3-Rezeptors sinkt und 
dadurch die Wiederauffüllung der Speicher, sowie das Absinken der zytosolischen 
Calciumkonzentration zustande kommt. Letztendlich sind Oszillationen auch noch möglich, wenn 
Calcium selbst die Freisetzung von Calcium induzie11. Da für die Calciumaufnahme in die 
Speicher Energie benötigt wird, können die Oszillationen auch von lokalen Verändenmgen der 
A TP Konzentration abhängig sein. 
Es muß hier betont werden, daß es sich um Modelle handelt, für deren Validität noch Beweise 
erbracht werden müssen. Details finden sich in den Reviews von Berridge (1993) und Tsunoda 
(1993). 
Calciumwellen 
Das Phänomen einer Oszillation, die sich als ein Puls erhöhter Ca2+-Konzentration von einem Pol 
der Zelle zum anderen über das Zytoplasma oder von der Plasmamembran ins Zellinnere 
ausbreitet, wird als Calciumwelle bezeichnet. Calciumwellen werden von einer spezifischen 
Region der Zellen initiiert. Die Wellen wurden zuerst während der Fertilisation von Seeigel- und 
Xenopus-Eiern nachgewiesen (Berridge, 1993 ). 
Auch für die Calciumwellen wurden Modelle entwickelt, die das Phänomen erklären helfen sollen. 
Sie gehen von Rückkopplungsmechanismen aus, wie sie für die Oszillationen beschrieben wurden. 
Die Ausbreitung der Welle soll auf die Diffusion von Calcium bzw. IP3 zurückzuführen sein. Die 
Calcium-induzierte Calciumfreisetzung vollzieht sich nachdem ein externer Stimulus den ersten 
Calciumeinstrom in das Zytosol ausgelöst hat. Dieser Einstrom wird durch IP3 oder 
spannungsabhängige Calciumkanäle vermittelt und dient zur Aufladung der intrazellulären 
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Speicher mit Calcium. Dadurch werden Rezeptoren an einer bestimmten Stelle der Speicher 
sensibilisiert, oder einer der Speicher wird durch die Erschöpfung seiner Calciumpufferkapazität 
zum Schrittmacher und startet die Freisetzung von Calcium. Calcium fungiert dann als second 
messenger und fühtt zur Freisetzung von weiterem Calcium aus benachhatten Speichern. 
Nachdem die Speicher entleett sind, beginnt die Regenerationsphase des Systems, in der die 
Speicher wieder gefüllt und überschüssiges Calcium durch Pumpen aus den Zellen entfernt wird. 
1.7. Die Bedeutung von Calcium bei der Regulation 
zellulärer Prozesse 
Das Calciumsignal ist hoch organisiett, vor allem in Bezug auf den räumlichen und zeitlichen 
Ablauf. Von seinem dynamischen Ablauf werden zahlreiche Prozesse reguliert bzw. kontrolliert 
(Abb. 2). Die Bildung von Lipidmediatoren, die von der Aktivität einer cPLA2 ausgeht, soll im 
Anschluß genauer betrachtet werden. 
Sekretion 
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Abb. 2: Von der zytosolischen freien Calciumkonzentration abhängige zelluläre Prozesse. 
Die Funktion und Regulation der zytosolischen Phospholipase Az (cPLAz) 
Die PLA2 spielt eine zentrale Rolle beim Abbau und Metabolismus von Lipiden, in 
Immunreaktionen und im Zusammenhang mit der Signaltransduktion. Unter dem N<ünen PLA2 
wird eine ganze Klasse von Enzymen zusammengefaßt, die sich durch Struktur, Sequenz, 
Funktion, Lokalisation und Regulation unterscheiden. Die Enzyme werden in 4 Gruppen eingeteilt 
(Dennis, 1994). In die ersten drei Gruppen fallen die Enzyme, die sich z.B. im Schlangengift und 
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im Pankreas finden und die vor allem extrazellulär von Bedeutung sind. In der Gruppe 4 finden 
sich die zytosolischen Enzyme mit einem Molekulargewicht von 85 kDa und einer 
calciumbindenden Domäne. Die cPLA2 katalysiert die Hydrolyse der an der sn-2 Position 
gebundenen Fettsäure von Phospholipiden. Dies ist der wichtigste Weg zur Freisetzung von 
Arachidonsäure aus der wiederum die Eicosanoide gebildet werden. An der Aktivierung der 
cPLA2 sind zwei Mechanismen beteiligt. Zum einen die Verlagerung an die Membran, nach dem 
Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol auf 200-300 nM und zum anderen eine 
Phosphorylierung am Selin 505, die von einer Proteinkinase katalysiert wird. Für die Regulation 
der cPLA2 werden mehrere Mechanismen diskutiert (Abb. 3). In einigen Zellen soll sie über 
G-protein-gekoppelte Rezeptoren in der Plasmamembran elfolgen (Burch, 1989; Mukherjee 
et al., 1994). In anderen Zellen wird die cPLA2 als Element des mitogen-aktivierten 
Signaltransduktionsweges aktiviert. In der durch Wachstumsfaktoren über einen Rezeptor mit 
Tyrosinkinaseaktivität ausgelösten Kaskade wird über eine Kette von Proteinphosphorylierungen 
die MAP-Kinase aktiviert, die dann die cPLA2 phosphoryliert. Bei gleichzeitiger Erhöhung der 
Calciumkonzentration wird die cPLA2 an die Membran verlagert (Lin et al., 1993, Durstin et al., 
1994). 
Abb. 3: Schematische Darstellung von möglichen Regulationsmechanismen der cP~ aus Mukherjee et al., 1994. 
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Weiterhin wird eine Aktivierung der cPLA2 über einen G-protein-gekoppelten Rezeptor diskutiert 
der die PLC aktiviert. Während das durch die Aktivität der PLC entstandene IP3 den 
Calciumspiegel erhöht, aktiviert Diacylglycerol die Proteinkinase C, deren Substrat wiedemm die 
cPLA2 ist (Xing & Mattera, 1992). 
1.8. iel der Arbeit 
Es konnte gezeigt werden, daß organische Zinn- und Bleiverbindungen eine Vielzahl von 
Reaktionen in Zellen hervormfen können, die melu oder weniger von einem induzierten 
Calciumeinstrom in das Zytosol der Zelle abhiingig sind. Es war daher dringend notwendig, den 
direkten Effekt der Organometalle auf die Verteilung des Calciums und die Induktion von 
ionenfltissen zu untersuchen. Diese Studien sollten an den gut charakterisierten HL-60 Zellen 
durchgeführt werden, da die Folgereaktionen wie die Arachidonsäurefreisetzung, die Veränderung 
des Zytoskeletts und die Apoptose bereits in erheblichem Umpfang beschrieben worden sind. Die 
Abhängigkeit der Enzymaktivität der cPLA2 von unterschiedlichen Calciumpools sollte dabei von 
besonderem Interesse sein. Zusätzlich war die Frage zu klären, inwieweit andere Ionen und deren 
Gradienten an der Pla.;;mamembran der Zellen an der Ausprägung eines Calciumsignals beteiligt 
sind. 
Umweltschadstoffe, und hier vor allem die lipophilen Organometalle, zeichnen sich durch ihre 
Neurotoxizität in bestimmten Bereichen des ZNS aus. Aus diesem Grund wurden Zellen 
neuronaler Herkunft in die Untersuchungen miteinbezogen. Diese NG108-15 Zellen zeigen 
Reaktionen, die im wesentlichen bei Nervenzellen zu finden sind, wie Calciumwellen und 
-Oszillationen und besitzen spannungsabhängige Calciumkanäle. Der direkte Einfluß Jer 
Organometalle auf die zytosolische freie Calciumkonzentration sollte mittels Videoanalyse 
dargestellt werden. Bei allen Untersuchungen stand die Aufklärung der molekularen Mechanismen 
des Calciumfluxes im Vordergrund, die eine Beteiligung von wichtigen Stukturen 1m 
Zusammenhang mit dem Calciumsignal, wie z.B. Calciumkanälen, aufzeigen sollten. 

Material und Methoden 
2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1. Chemikalien 
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Sigma (Deisenhofen, BRD) 
Sigma (Deisenhofen, BRD) 
Sigma (Deisenhofen, BRD) 
Sigma (Deisenhofen, BRD) 
Biomol (Hamburg, BRD) 
Merck (Darmstadt, BRD) 
Alfa (Karlsruhe, BRD) 
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Trypanblau 
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Alfa (Karlsruhe, BRD) 
Alfa (Karlsruhe, BRD) 
Alfa (Karlsruhe, BRD) 
Serva (Heidelberg, BRD) 
Alle Lösungsmittel (Chloroform, Diethylether, n-Hexan, Methanol), Säuren (Essigsäure, 
Ameisensäure) und Salze wurden, wenn nicht anders erwähnt, von Merck (Darmstadt, BRD) 
bezogen. 
Die Verbindungen Tiibutylzinn, Tripropylzinn und Ttiphenylblei wurden in Ethanol gelöst. Beim 
Ansetzen der Stammlösungen wurde darauf geachtet, daß die Vehikelkonzentration im 
Versuchsansatz nie I % überstieg, um einen Effekt des Lösungsmittels auszuschließen. 
Ttimethylblei, Triethylblei, Triethylzinn wurden in Wasser gelöst. Zusätzlich wurden 
Kontrollbehandlungen mit den Lösungsmitteln durchgeführt. 
2.2. llkultur 
Alle Zellkulturgefäße (Qualität TC, steril) stammten, sofern nicht anders erwähnt, von der Fitma 
Greiner, Fiickenhausen. Die Medien für die Zellkultur wurden stets steril filtiiert (Bottle Top 
Filter, 22 11M Porenweite, Falcon, Heidelberg). Die Inkubation etfolgte bei 37 oc und 5 % C02-
Atmosphäre im Brutschrank (Typ B5061 EK-02, Heraeus, Stuttgart) bei einer relativen Feuchte 
von 95 %. 
Die Zellkulturmedien und Zusätze wurden, wenn nicht anders angegeben, von Life Technologies 
(Eggenstein-Leopoldshafen) bezogen. 
Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zum Einflieren von Zellen wurde die gewünschte Zellzahl bei 200 x g abzentifugiert und in FKS 
mit 9 % DMSO als Geflierschutz aufgenommen. Sie wurden in Einfriergefäße (5 x 1 o6 Zellen in 
I ml) pipettiert, über Nacht in einem Styroporbehälter auf -80 oc gestellt und am nächsten Tag in 
t1üssigen Stickstoff überführt. Beim Auftauen wurden die Zellen direkt aus dem Stickstoff in ein 
37 oc warmes Wasserbad gestellt. Sobald die Zellsuspension mit 5 x I 06 Zellen aufgetaut war, 
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wurde sie in Kultunnedium aufgenommen und bei 200 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann 
in 20 ml Kultmmedium resuspendiert und in eine 250 ml Kulturflasche übeli'ührt. 
2.2.1. Die HL~60 Zellinie 
Diese Zellinie wurde von einer Patientin mit akuter promyeloischer Leukämie abgeleitet. Sie 
wurde erstmals von Collins und Kollegen ( 1977) beschrieben und ist inzwischen sehr gut 
charakterisiert. Es handelt sich um promyeloische Zellen, die durch unterschiedliche Induktoren 
sowohl in Richtung Mak:rophagen (Rovera et al., 1979), als auch zu Granulozyten (Collins et al., 
1978; Newburgcr et al., 1979) differenzieren. ',Afährend des Differenzierungsvorgang~s werden 
die Zellen kleiner, das Kern/Zytoplasma-Verhältnis sinkt, Nucleoli und zytoplasmatische Granula 
werden reduziert und der Zellkern segmentiert sich. Zusätzlich verändert sich ihre i\usstattung mit 
Rezeptoren und Enzymen, fünf Tage nach der Induktion wird das Wachstum eingestellt und die 
Proliferationsfähigkeit geht verloren (Collins et al., 1978). 
Die hier verwendeten Zellen stammen von der Amelican Typ Culture Collection 
(A TCC Nr. CCL 240). Nach dem Auftauen wurden die Zellen bis zur Passage 15 verwendet. 








FKS (fötales Kälberserum, für 30 Min bei 56 oc hitzeinak:tiviert) 
L-Glutamin 200 mM 
Natriumpyruvat l 00 mM 
MEM non essential amino acids 
Penicillin/Streptomycin-Lösung (10000 U/ml bzw. 10 mg/ml) 
Bei den HL-60 Zellen handelt es sich um eine Suspensionskultur, die sich innerhalb von etwa 24 h 
verdoppelt. Zur Kultivierung wurden die Zellen in Kulturflaschen (Greiner, Ftickenhausen, 
Kulturtläche 75 cm2, 250 ml) in einer Konzentration von 5 x l 06 Zellen mit 20 ml Kultmmedium 
angesetzt. Die Zellen wurden 2 mal pro Woche umgesetzt. Dazu wurde die Zellzahl mit Hilfe 
eines Zellzählgeräts (Coulter Counter, Coulter, Dunstable, UK) bestimmt. Die gewünschte 
Zellzahl wurde dann durch Verdünnen mit flischem Kulturmedium eingestellt. 
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Differenzierung der HL-60 Zellen zu neutrophilen Granulozyten 
Die Differenziemng zu granulozyten-ähnlichen Endstufen erfolgte durch Zugabe von DMSO zum 
Kulturmedium. Die benötigten undifferenzierten Zellen wurden durch 5 minütige Zentrifugation 
bei 200 x g aus der Kultur gewonnen. Zur Differenziemng wurden 1 x 1 os Zellen in 100 ml 
Kulturmedium inclusive 1,3 % DMSO in Kulturflaschen (650 ml, 175 cm2 Kultmi1äche) 
resuspendiert. Am fünften Tag der Differenziemng wurden die Zellen für die Versuche 
verwendet. 
Bestimmung des Differenzierungsgrades von HL-60 Zellen (NBT-Test) 
Zum Nachweis der Differenziemng wurde der NBT-Test durchgefühlt (Wijermans et al. 1987). 
Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 2 x 1 ü6 Zeilen bei 200 x g zentrifugiert und einmal mit 
3 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschließend in 1 ml PBS aufgenommen und mit 1 ml 
0,2 %iger NBT-Lösung (NBT = Nitro-Blau-Tetrazolium, in PBS gelöst) versetzt. Nach Zugabe 
von 10111 TPA-Lösung (0,05mg TPA= 12-0-Tetracarbonylphorbol-13-acetat, in 1 ml DMSO) 
wurden die Zellen für 25 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Zellen wurden dann wie oben 
abzentrifugiert und in 0,5 ml PBS aufgenommen. In einer Neubauer-Kammer wurden dann die 
Zellen ausgezählt, die blau-schwarze Formazan-Ablagemngen enthalten. Diese Ablagerungen 
entstehen durch Reduktion der Nitroverbindung · aufgrund gebildeter Sauerstoffradikale. 
Differenzierte Zellen können nach Induktion durch TP A im Unterschied zu undifferenzierten 
Zellen Superoxidanionen verstärkt bilden. Undifferenzie1te Zellen erscheinen daher hell. Der 
Differenziemngsgrad errechnet sich wie folgt: 
D
'ff . [m _ Zahl der blau-schwarzen Zellen 
1 erenztemng ~;o] - I: aller Zellen x 1 00 
Der NBT-Test wurde in dieser Arbeit stichprobenweise zur Kontrolle des Differenziemngsgrades 
angewandt. 
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2.2.2. Die NG1 08-15 Zellinie 
Die Nervenzellinie NG 108-15 ist eme sehr gut charaktrisierte Hyblidzellinie aus 
Neuroblastomazellen der Maus und Gliomazellen der Ratte (Hamprecht, 1974; Hamprecht 
et al., 1985), die viele Eigenschaften von Nervenzellen besitzt. Die hier verwendeten Zellen 
wurden von der European Collection of Animal Cell Culture (ECACC Nr. 88112302) bezogen. 






HAT 50 x ( 1 mM Hypoxanthin; 0,27 mM Aminopterin; 20 mM Thymidin 
FKS 
Penicillin/Streptomycin-Lösung (10000 U/ml bzw. 10 mg/ml) 
Durch die Zugabe von HAT werden Zellen selektioniert, die das Enzym Hypoxanthin-Guanin-
phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) besitzen. Dies sind im Fall der NG 108-15 Zellinie die 
Gliomazellen und da die NG 108-15 Zellinie eine Hybridomzellinie ist, die fusionierten Zellen. Die 
Hybriden, die somit aus Hypoxanthin lnosinat bilden können, überleben, während die 
Blastomazellen, die HGPRT negativ sind, durch die Hemmung der Nukleotidsynthese mit 
Aminopterin absterben. Die Gliomazellen sterben in der Zellkultur ab, da sie in vitro nicht 
proliferieren können. 
Die Zellen bilden in Zellkulturflaschen (250 ml, 75 cm2 Kulturfläche) einen fest<;itzenden 
Monolayer. Die Subkultivierung erfolgte an jedem dritten Tag. Zur Hiezu wurden die Zellen für 
etwa 3 min mit Trypsin behandelt, nachdem das Kulturmedium abgezpgen worden war. Dazu 
wurden 3 ml der Trypsinlösung (0,25 %) in die Flaschen pipettiert, vorsichtig über den 
Zellmonolayer verteilt und sofort wieder abgesaugt. Nach einer 3 minütigen Inkubation im 
Brutschrank hatten sich die Zellen abgelöst. Sie wurden in 5 ml Kulturmedium aufgenommen und 
vereinzelt. Dann wurde die Zellzahl mit dem Zellzählgerät bestimmt. Zur Subkultivierung wurden 
3 x los Zellen in 20 ml Medium in neue Kulturflaschen überführt. 
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Differenzierung der NG108-15 Zellen 
Die Differenzierung induziert sowohl Veränderungen auf morphologischer, als auch auf 
molekularer Ebene. Offensichtlich ist die vermehrte Ausbildung von axonähnlichen Strukturen. 
Auf molekularer Ebene bewirkt die Differenzierung die verstärkte Expression von 
spannungsabhängigen Calciumkanälen und Natriumkanälen (Noronha-Blob et al., 1988). Aber 
auch Acetylcholin-Rezeptoren und Enzyme des Transmitterstoffwechsels, wie der 
Acetyichoiinesterase, werden verstärkt exprimiert (Gahary & Cheng, 1989). 
Abb. 4: Durchlichtaunahme von NG108-15 Zellen, die 72 h mit Dibutyryl-cAMP (1 mM) differenziert 
worden waren. Die Vergrößerung ist ca. 300fach. 
Die Differenzierung der Zellen wurde durch die Zugabe von Dibutyryl-cAMP ( l mM, 72 h) zum 
Kulturmedium bei einem auf 2 % reduzierten FKS-Gehalt erreicht. Dazu wurden die abgelösten 
Zellen bei 200 x g abzentrifugiert und in Differenzierungsmedium resuspendiert. In speziellen 
Kulturschalen (Chamber slides, Nunc, Wiesbaden) mit 4 cm2 Kulturfläche, die sich für die 
Untersuchung in einem inversen Mikroskop eignen, oder in 35 x 10 mm Kulturschalen mit 
9,2 mm2 Kulturfläche (Falcon Primaria, Becton Dickionson, Heidelberg) wurden 3 x 103 
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Zellenlcm2 in 2 ml Medium ausplattiert Die Zellen wurden am vierten Tag für die Versuche 
verwendet. 
2.3. Calciummessung 
Die zytosolische Calciumkonzentration wurde mit dem fluoreszierenden Farbstoff Fluo-3 
bestimmt. Fluo-3 ist ein Fluoreszeinderivat, dessen Fluoreszenz nach Bindung von Calcium um 
das 40fache ansteigt, während andere zweiwertige Kationen die Fluoreszenz nur unwesentlich 
erhöhen. Der Farbstoff besitzt nur eine geringe Affinität zu Calcium (kct = 450 nM). Dadurch wird 
verhindert, daß er als Puffer für Calcium wirkt. Dadurch ist es möglich, schnelle zeitliche 
Änderungen der Calciumkonzentration zu detektieren. Weiterhin besitzt er ein 
Anregungsmaximum bei 490 nm, das nicht wie bei anderen Farbstoffen i1n UV -Bereich liegt. 
Dadurch ist erstens keine Schädigung der Zellen durch die anregende Strahlung zu erwarten und 
zweitens sinkt die Autofluoreszenz der untersuchten Probe. 
Der Farbstoff ist als Acetomethylester erhältlich, so daß er aufgrund seiner Lipophilie ohne 
vorherige Permeabilisierung der Zellmembran in die Zelle eindringen kann. Im Zytoplasma wird 
der Ester hydrolysiett, wodurch er seine lipophilen Eigenschaften verliert, so daß er nicht mehr 
durch Membranen diffundieren kann und im Zytosol verbleibt. 
Beladung der HL-60 Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden, nachdem die Zellzahl mit dem Coulter Counter bestimmt 
worden war, in Standard-Kulturmedium ohne FKS (FKS kann Esterasen enthalten, die den 
Farbstoffester hydrolysieren) mit 2 ~M Fluo-3-AM aufgenommen. Dem Fluoreszenzfarbstoff war 
zuvor Pluronsäure (0,5 % v/v), ein anionisches Detergenz, zugesetzt worden. Das Medium wurde 
mit 10 mM HEPES und 4 mM NaHC03 gepuffert und auf pH 7,3 eingestellt. Die Zellen 
(1 x l 07 /ml) wurden im Wasserbad bei 37 oc und bei leichtem Schütteln für 30 min inkubiert. 
Danach wurden sie für 7 min auf Eis gestellt, 2 mal abzentifugiert (200 x g, 3 min, 4 °C), in 
eisgekühltem Kulturmedium mit l 0 mM HEPES, 4 mM NaHC03 und 2 mM CaCl2 aufgenommen 
und bis zu den Experimenten im Kühlschrank aufbewahrt. Bei den Experimenten in calciumfreien 
Medium wurden 3 mM EGTA zugesetzt. Bevor die Experimente gestartet wurden, mußten je 
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300 111 der Zellsuspension in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) pipettiert 
werden. Danach etwärmten sich die Zellen für 15 min auf die Raumtemperatur (22 ± 1 °C). Nach 
der Farbstoftbeladung wurden sie für maximal 1,5 h im Kühlschrank gelagert, bevor sie für die 
Versuche verwendet wurden. 
Für die Videoanalyse wurden die HL-60 Zellen in speziellen Kulturschalen (Chamber slides, 
Nunc, Wiesbaden), die sich für die Untersuchung in einem inversen Mikroskop eignen, 
ausplattiert Damit sich die Zellen anheften, wurde bei diesen Versuchen der FKS-Gehalt des 
Kulturmediums auf 2 % reduziett. 
Untersuchungen von HL~60 Zellen im Fluoreszenzspektrometer 
Die Calciumkonzentration im Zytosol wurde bei Raumtemperatur L11 einem 
Fluoreszenzspektrometer (CytoFluor 2300, Millipore, Eschborn) bestimmt. Die Einstellungen des 
Monochromators waren 485 ± 10 nm bei der Excitation und 525 ± 12 nm bei der Emission. Die 
Calciumkonzentration wurde nach der folgenden Gleichung berechnet: 
2+ (F-Fmjo) 
[Ca li = kd x (Fmax-F) 
Dabei ist kct die Dissoziationskonstante und F die im Experiment erhaltene Fluoreszenz. Fmax 
wurde immer nach Jen Expetimenten durch die sequentielle Applikation von Calcium-Ionophor 
A23187 (10 11M) und Digitemin (30 11M) bestimmt. Fmin wurde in separaten Ansätzen mit HL-60 
Zellen ermittelt, die nicht mit dem Farbstoff beladen waren. Der kct Wert wurde der Literatur 
entnommen (Minta et al., 1989; Latanzio, 1990) und ist in unserem Labor verifiziert worden 
(Dietelich, 1992). Alle Messungen wurden mit jeweils 3 Replikaten durchgeführt. Die 
untersuchten Organometalle und die verwendeten Pharmaka verändern per se die Fluoreszenz des 
Ca2+ -Indikators nicht. 
Das Fluoreszenzspektrometer bestimmt die Fluoreszenz der Proben bei maximaler zeitlicher 
Auflösung 8 mal in 34 s. Zur Bestimmung der Grundfluoreszenz und der maximalen Fluoreszenz 
wurde diese zeitliche Auflösung gewählt. Zur Bestimmung der Fluoreszenz von stimulierten 
Zellen wurde die zeitliche Aut1ösung auf 8 Meßpunkte in 60 s gesetzt. Bei dieser Einstellung 
bestimmt das Fluoreszenzspektrometer in 8 mal in 34 s die Fluoreszenz und pausiert dann bis zur 
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Vollendung des 60s Intervalls. Die 8 Meßpunkte mit der anschließenden Pause gehen jeweils in 
die Abbildungen zur Calciumbestimmung ein. 
Untersuchungen von HLu60 und NG108-15 Zellen mit Videoanalysen 
Die calciumabhängige Fluoreszenz von HL-60 und NG 108-15 Zellen wurden mit einer 
hochempfindlichen CCD-Kamera (Kappa, Gleichen) und einem inversen Mikroskop (DMIL, 
Leica, Stuttgart) dargestellt. Das optische Bild des Mikroskops wird von der Kamera Zeile für 
Zeile abgetastet, anschließend in einzelne Bildpunkte zerlegt und in ein elektlisches Signal 
umgevvandelt, wobei hellere Bereiche eine höhere Spannung bewirken. Das Videosignal wird 
dann von einem Analag-Digitalwandler (Quantimed 500, Leica, Bensheim) in ein digitales Signal 
konvertiert. Das resultierende digitale Videosignal besteht aus maximal 25() verschiedenen 
Grauwerten. Der Grauwertebereich erstreckt sich von 0-255, wobei 0 schwarz und 255 weiß ist. 
Um die Unterschiede zu verdeutlichen, wurden die Schwarzweißbilder mit einem 
Computerprogramm (Picture Publisher) in Falschfarbenbilder umgewandelt. 
Da diese Methode keine Quantifizierung erlaubt und die Fluoreszenz zum einen von der 
Anregungsenergie und zum anderen von den Einstellungen der Kamera und der 
Bildanalysesoftware abhängig ist, wurden die Einstellungen standardisieti, um die Ergebnisse 
vergleichbar zu machen. Im Falle der Kamera und der Bildanalyse war dies kein Problem. Die 
Anregungsenergie ist aber durch die Quecksilberhochdrucklampe, deren Leistung mit 
zunehmendem Lebensalter abnimmt, nicht ohne weiteres regulierbar. Deshalb wurde mit Hilfe von 
Uranglas, das als Standard diente und verschiedenen Graufiltern vor den Expetimenten die gleiche 
Beleuchtungsstärke eingestellt. 
Da keine Quantifizierung durchgefühlt werden konnte, mußte auf Experimente, bei denen kleine 
Unterschiede der Fluoreszenz herausgearbeitet werden sollten, verzichtet werden. Auch 
Dosiswirkungsbeziehungen konnten aus diesem Grund nicht untersucht werden. 
Bei den Videoanalysen wurden die Organametalle in der entsprechenden Konzentrationen mit 
einer Mikrokapillare bei einem konstanten Druck von 5 hPa, der von einem Mikroinjektor 
(Eppendorf, Hamburg) erzeugt wurde, appliziert. Die Kapillare wurde mit Hilfe eines 
Mikromanipulators (Eppendorf, Hamburg) positioniert. 
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Betadung der NG108-15 Zellen mit dem FluoreszenzfarbstoffFiuo-3 
Zur Beladung mit dem Calciumindikator wurden die Zellen in Standard-Kulturmedium ohne FKS 
mit 2 11M Fluo-3 (mit Pluronsäure s.o.) für 45 min im Brutschrank inkubiert. Dem Kultutmedium 
war 2,5 mM Probenecid zugesetzt worden, um zu verhindern, daß der Farbstoff wieder aus den 
Zellen austritt. Probenecid hemmt den Transport von organischen Anionen über die Membran 
(Steinberg et al., 1987; Men-itt et al., 1990). Ohne diesen Zusatz war eine reproduzierbare 
Farbstoffheiadung der Zellen nicht möglich. Nach der Inkubation wurden die Zellen 2 mal 
gewaschen und dann in Standard-Kulturmedium (pH 7,3) mit reduziertem FKS Gehalt (2 %) 
sowie 2 mM CaCI2, 10 mM HEPES und 4 mM NaHC03 aufgenommen. In Versuchen mit 
calciumfreiem Medium wurden 3 mM EGT A zugesetzt. 
Medien für spezielle Untersuchungen des Calciumhaushalts von HL-60 Zellen 
Zur Untersuchung der Wirkungsmechanismen der Organametalle wurden Medien benötigt, bei 
denen bestimmte Ionen durch Ersatzstoffe substituiert waren. 
Natriumfreies Medium: 
CaCI2 2,0 mM 
KCl 5,0 mM 
MgS04 X 7 H20 0,4 mM 
D-Glucose 11,1 mM 
HE PES 10,0 mM 
Cholinchlotid 140,0 mM 
K2HP04 4,5 mM 
pH 7,3 mit KOH einstellen! 
Die anorganischen Salze entsprechen den Konzentrationen wie sie dem RPMI 1640 Medium 
zugesetzt werden. Auf den Zusatz von Aminosäuren, Vitaminen, FCS, Glutamin und Pyruvat 
wurde, um einen Eintrag von Natrium zu vermeiden, verzichtet. 
Da das natriumfreie Medium ohne Aminosäuren, Vitamine usw. hergestellt worden war und ein 
Einfluß des Mediums auf die Versuchsergebnisse nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde ein 
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Kontrollmedium hergestellt, dem anstelle von Cholinchlorid Natriumchlorid (140 mM) zugesetzt 
war. Ansonsten entsprach es in seiner Zusammensetzung dem natriumfreien Medium. 
Nominal calciumfreies Medium 
Kulturmedium mit 10 mM HEPES, 4 mM NaHC03 und 0,54 mM EGT A wurde mit NaOH auf 
pH 7,3 eingestellt. Um eine Verarmung der Zellen an Calcium zu verhindem und einer Öffnung 
von Calciumkanälen nach dem kapazitativen Modell (siehe Einleitung) vorzubeugen, wurde die 
freie Calciumkonzentration des Kulturmediums mit EGT A auf ca. 100 nM eingestellt. Die 
Bestimmung der benötigten EGT A- Konzentration erfolgte durch Zugabe von EGTA zu einer 
Probe aus dem Medium. Zu dieser Probe, die 2 11M Fluo-3 enthielt, wurde schrittweise soviel 
EGTA zugegeben, bis die Fluoreszenz des Calcium-Fluo-3 Komplexe der gewünschten freien 
Calciumkonzentration entsprach. Diese Methode ist nicht quantitativ, sondern nur eine 
Annäherung. Mit Hilfe von Versuchen mit Calcium-Ionophor A23187 konnte aber gezeigt 
werden, daß sich der Calciumgehalt der intrazellulären Speicher in diesem Medium innerhalb von 
15 min nicht verändert. In diesem Medium findet auch kein Calciuminflux aus dem extrazellulären 
Raum statt. Dies wurde durch Experimente gezeigt, in denen der durch Calcium-lonophor 
induzierbare Calciuminflux ins Zytosol von Zellen, die für 15 min in nominal calciumfreien 
Medium inkubierten waren, mit dem von Zellen, die sofort nach der Überführung in ein 
calciumfreies Medium (3 mM EGTA) aufgenommen waren, verglichen wurde. 
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Chloridfreies Medium: 
Ca(N03)2 x 4 H20 2,0 mM 
MgS04 x 7 H20 0,4 mM 
D-Glucose 11,1 mM 
HE PES 10,0 mM 
K2HP04 4,5 mM 
Natriumgluconat 140,0 mM 
NaHC03 4,0 mM 
L-Glutamin 3,0 mM 
Nattiumpyruvat 1,0 mM 
+ 1 0 % FKS, pH 7,3 mit N aOH einstellen! 
Wie beim natriumfreien Medium wurde auch hier, um einen Effekt der Medienzusammensetzung 
auszuschließen, ein Kontrollmedium mit 140 mM NaCl verwendet. 
Die Herstellung der Überstände zur Untersuchung der Signalwirkung von 
löslichen Faktoren 
Die für den Versuch benötigte Anzahl (1 x 107 Zellen/Ansatz) differenzierter Zellen wurde bei 
200 x g 5 min abzentrifugiert, anschließend in Kultmmedium ( 1 ml) aufgenommen und in 
Kulturschalen ausplattiert Danach wurden die Zellen für den gewünschten Zeitraum mit den 
Organometallen behandelt und anschließend bei 2000 x g 30 s abzentifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, das Pellet verworfen. Zur Untersuchung der Wirksamkeit dieser Überstände 
auf die [Ca2+Ji von HL-60 Zellen wurden Zellen wie beschrieben mit Fluo-3 beladen. Die Zellen 
wurden dann aber nicht in 300 jll, sondern in 150 111 Kulturmedium aufgenommen und in 
Mikrotiterplatten pipettiert. Zu diesen Zellen wurden dann 150 111 der jeweiligen Überstände 
gegeben und die Fluoreszenz während 10 min bestimmt. 
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2.4. Bestimmung des intrazellulä n pH~Wertes mit 
dem pH .. Indikator BC CF-AM 
Seit seiner EinfühlUng (Rink et al., 1982) wurde das Fluoreszeinderivat BCECF zu einem der 
meist genutzten Fluoreszenzindikatoren des intrazellulären pH-Wertes. Der Farbstoff wird wie 
Fluo-3 als lipophiler Ester eingesetzt, da dieser die Zellmembran durchqueren kann. Im Zytosol 
wird der Ester hydrolysie1t und die entstandene freie Säure von BCECF wird dann aufgmnd ihrer 
negativen Ladungen im Zytosol zurückgehalten. Zur Farbstoffheiadung wurden die Zellen 
(1 x 107/ml) für 45 min mit 5 11M BCECF-AM, dem das anionische Detergenz Pluronsäure 
(0,5% v/v) zugesetzt worden war, im Wasserbad mit Kulturmedium ohne FKS inkubiert. Das 
Medium war mit 10 mM HEPES, und 4mM NaHC03 gepuffert und der pH-Wert war auf 7,3 
eingestellt. Anschließend wurden die Zellen 2 mal gewaschen und in einer entsprechenden Menge 
Medium mit 10 mM aufgenommen, so daß die Konzentration 3,3 x 106 Zellen/mi betrug. Die 
Zellsuspension (300 !11) wurde dann in die Mikrotiterplatten pipettiert. 
Zur quantitativen Bestimmung des pH-Wertes muß der Farbstoff mit Licht von 439 nm und mit 
505 nm Wellenlänge angeregt werden. Bei 439 nm ist die Fluoreszenz nur von der Konzentration, 
bei 505 nm nur vom pH-Wert abhängig, so daß man die Emissionswette bei 530-540 nm messen 
und bei den unterschiedlichen Anregungswellenlängen ins Verhältnis setzen kann. Dadurch kann 
der pH-Wert unabhängig von der ins Zytosol aufgenommenen Farbstoffmenge bestimmt werden. 
Die Kalibriemng etfolgt in situ mit der in der Literatur beschriebenen "Nigericin-KCl-Methode" 
(Thomas et al., 1979; Rink et al., 1982). Zu diesem Zweck werden die HL-60 Zellen zunächst mit 
BCECF-AM beladen und dann in Medium mit unterschiedlichem pH-Wert aufgenommen. Die 
Abstufung des pH-Wertes der Medien etfolgte in Schritten zu 0,3 pH-Einheiten und deckte den 
Bereich von pH 6,4-7,9 ab. Die Zellsuspension wurde daraufhin in Mikrotiterplatten pipettiert und 
mit Nigericin ( 10 11M) und KCl ( 130 mM) versetzt. Nigelicin ist ein Antibiotikum, das Protonen 
im Austausch gegen Kalium transportiert, so daß sich der pH-Wert im Zytosol dem pH-Wert im 
extrazellulären Raum angleicht. Damit der Kaliumgradient nicht zur treibenden Kraft für die 
Protonenaufnahme in die Zellen wird und dadurch zu viele Protonen ins Zytosol gelangen, wurde 
der Zellsuspension gleichzeitig mit Nigedcin auch Kalium zugesetzt. Die Fluoreszenz wurde dann 
für 10 min gemessen, und aus den Emissionswerten bei beiden Anregungswellenlängen wurde das 
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Verhältnis Emission 505 nm!Emission 439 nm berechnet. Zwischen pH 6 und pH 8 nimmt dieses 
Verhältnis linear zu, so daß mittels linearer Regression eine Eichgerade berechnet und die 
Messung kalibriert werden konnte. Diese Eichung wurde für jeden Versuch neu durchgeführt. 
Zur Messung wurde HL-60 Kulturmedium ohne Phenolrot mit 10 mM HE PES und 4 mM 
NaHC03 gepuffert und mit NaOH auf pH 7,3 eingestellt. Das bei den Versuchen benutzte 
chloridfreie Medium entspricht dem bei der Calciummessung beschriebenen Medium. 
Verteilung der 14C-Arachidonsäu 
Lipidklassen von HL-60 Zellen 
Markierung und Inkubation 
innerhalb der 
Die für den Versuch benötigte Anzahl (1 x 107 Zellen/Ansatz) differenzierter Zellen wurde bei 
200 x g 5 min abzentrifugieti. Das Pellet wurde dann in 50 ml radioaktivem Markierungsmedium 
resuspendiert. Bei diesem Markiemngsmedium handelt es sich um HL-60 Kulturmedium, das 
92,5 kBq [ l- 14C]Arachidonsäure (spezifische Aktivität: 2, 15 GBq/mmol) gelöst in 650 111 DMSO 
enthält. Aus diesem Medium wurden bei jedem Versuch 200 111 als Standard entnommen. Dieser 
Standard diente einerseits zur Überprüfung der eingesetzten Radioaktivität, andererseits wurde er 
zur Berechnung der Gesamtbilanz der Radioaktivität herangezogen. Die Zellen wurden 
anschließend für 24 h inkubiert. Dieser Zeitraum gewährleistet eine vollständige Aufnahme und 
eine gleichmäßige Verteilung der Arachidonsäure in den verschiedenen Lipidldassen der Membran 
(Froissart et al., 1989; Krug & Culig, 1991 ). 
Nach der Markierung wurden die Zellen abzentrifugiert (200 x g, 5 min), einmal mit 5 ml Medium 
gewaschen, im entsprechenden Volumen (1 ml/Ansatz) Inkubationsmedium (entspricht einem 
Kulturmedium mit 3,3 % FKS) aufgenommen und schließlich auf Petrischalen verteilt. Aus dem 
Überstand der Zentrifugation und aus der Waschlösung wurden je 3 mal I ml entnommen. Diese 
Proben wurden später im Rüssigkeitsszintillationszähler ( 1219 Rackbeta Liquid Scintillation 
Counter, LKB) gemessen und zur Bilanzierung der Radioaktivität verwendet. Nach mindestens 
30 minütiger Ruhephase wurden die Organametalle zugegeben und die Zellen für 30 min 
inkubiert. 
Material und Methoden 33 
Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit dem Vehikel inkubiert, als Positivkontrollen wurde 
das Calcium-Ionophor A23187 (1 0 ~für l 0 min) verwendet. 
Extraktion der Lipide 
Die Lipide wurden nach der Methode von Bligh & Dyer ( 1959) extrahiert. Nach der Inkubation 
wurde der gesamte Inhalt einer Petrischale mit einer Transferpipette (Sarstedt) in ein 
zenttifugierbares Duranglas-Röhrchen ( Bender & Hobein) überführt, in das i ,25 mi eiskaltes 
Chloroform vorgelegt worden war. Es bildeten sich sofort zwei Phasen aus, die mit Hilfe eines 
Vortex (Bender & Hobein) kurz durchmischt wurden. Die Petrischalen wurden zweimal mit 
1,25 ml eiskaltem Methanol gewaschen. Diese Waschlösung wurde ebenfalls in die 
Zentrifugenröhrchen pipettiert. Nach erneuter Durchmischung wurden 1,25 ml Chloroform und 
1,25 ml 0,2 %ige Ameisensäure zugegeben. Der gesamte Ansatz wurde nochmals durchmischt 
und mindestens 5 min auf Eis stehen gelassen. Zur besseren Phasentrennung wurden die Röhrchen 
schließlich 5 min mit 500 x g zentrifugiert. Die untere organische Phase wurde entnommen und 
bei 37 °C unter ständiger Stickstoffbegasung an einem Abdampfgerät mit Metallblock-Thermostat 
(Labor Technik Barkey) völlig getrocknet. Die Proben wurden dann in 80 111 ChlorofOJm 
aufgenommen und unter Stickstoff in verschließbaren Glasröhrchen über Nacht bei -20 oc 
aufbewahrt. 
Dünnschichtchromatographie 
Die Laufkammern wurden am Tag vor dem auftragen der Extrakte mit dem entsprechenden 
Laufmittel gesättigt. Die Dünnschichtplatten (SIL G Poly gram, Macherey & Nagel, Nr. 805013) 
wurden in einem Chloroform/Methanol Gemisch ( l :2 v/v) vorlaufen gelassen und für mindestens 
30 min bei 110 oc aktiviert. 
Die in Chloroform aufbewahrten Extrakte wurden mit einer Pipette unter ständiger Begasung mit 
Stickstoff aufgetragen. Die Glasröhrchen wurden nochmals mit 80 111 Chloroform gespült, und 
auch diese Lösung wurde aufgetragen. Für die optimale Trennung der Lipide hat sich die 
Kombination der folgenden Laufmittel bewährt (Krug & Culig, 1991): 
34 Material und Methoden 
Laufmittel 1: 
Gemisch aus Chlorofonn I Methanol I Essigsäure I Wasser im Verhältnis 56: 33: 9: 2. 
Die Front lief vom Auftragungspunkt ll cm nach oben, der erste Lauf dauerte etwa 70 min. Hier 
erfolgte die Trennung der Phospholipide. Neutrallipide, freie Fettsäuren und deren Metabolite 
liefen mit der Front. 
Laufmittel 2: 
Gemisch aus Hexan I Ether I Essigsäure im Verhältnis 80 : 20 : I 
Hier lief die Front bis an den oberen Plattenrand, dieser Lauf dauerte ungefähr 50 Min. Hier 
trennten sich die Neutrallipide, die Fett-.äuren und deren MetnholitP, flllf. 
Die Dünnschichtplatten wurden zwischen erstem und zweitem und nach dem zweiten Lauf mit 
dem Fön getrocknet. Nach dem zweiten Lauf wurde die Platte für 5 min in die Iodkammer 
gestellt. Die reversible Addition von Iod an die C-e-Doppelbindungen der aufgetrennten Lipide 
führt zur Bildung von gelblich-braunen Banden. Diese Banden wurden mit einem weichen Bleistift 
umrandet. 
Autoradiographie 
Auf die Dünnschichtplatten wurde ein Röntgenfilm (Hyperfilm ™ MP, Amersham International, 
Braunschweig) aufgelegt. Der Film wurde in einer Fototasche 4 Tage bei -20 oc exponiert. 
Auswertung 
Aufgrund der Rr-Werte der Standardsubstanzen wurden die bei der Autoradiographie 
ent5tandenen Banden identifiziert. Die mit einem weichen Bleistift umrandeten Banden auf der 
Dünnschichtplatte konnten so zugeordnet werden. Dann wurden die Banden der verschiedenen 
Lipide aus der Dünnschichtplatte ausgeschnitten und in Szintillationsgefäße (Minis 2000, Zinsser, 
Frankfurt/Main) sortiert. Jedes Gefäß wurde mit 3 ml Szintillationsflüssigkeit (Quick Safe A, 
Zinsser,Frankfurt/Main) gefüllt und gut geschüttelt. Die Proben wurden schließlich im 
Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. Die Meßdauer betrug 2 min. Mit Hilfe eines Excel-
Datenblattes wurden die prozentualen Anteile der Aktivität der einzelnen Banden auf die 
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Gesamtaktivität errechnet. Die Wiedertindungsrate lag bei allen Versuchen bei über 75% der 
Gesam takti vi tät. 
2.6. Statistik 
Von den experimentell ermittelten Daten wurden jeweils die Mittelwerte mit der dazugehöligen 
Standardabweichung berechnet. Diese Mittelwerte wurden dann mit den Mittelwerten der 
entsprechenden Kontrollbehandlung mit Hilfe des Student-t-Tests verglichen. Die verwendeten 
Signifikanzniveaus werden bei den Versuchen angegeben. 
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3. ERG BNISSE 
Die neurotoxische und immunatoxische Wirkung der Organametalle ist bekannt. Um die 
Wirkungen der Organametalle auf zellulärer Ebene untersuchen zu können, wurden zwei Zellinien 
als Modellsysteme gewählt. Die zu Granulozyten differenzierten HL-60 Zellen dienten als Modell 
zur Untersuchung der Immunotoxizität und die differenzierten NG 108-15 Zellen zur 
Untersuchung der Neurotoxizität der Xenobiotika. 
3.1. Untersuchungen der zellulären Signaltransduktion 
am eispiel des R ptoragonisten fMLP 
HL-60 Zellen wurden immer wieder als Modellsysteme für humane neutrophile Granulozyten 
herangezogen (Lew et al., 1986, Krause et al., 1989). Insbesondere die Funktion des 
Calciumsignals zur Aktivierung dieser Zellen wurde eingehend untersucht. Differenzierte HL-60 
Zellen besitzen Rezeptoren für das chemotaktische Peptid fMLP, die über G-Proteine an die PLC 
gekoppelt sind. Die Aktivierung der PLC und die damit verbundene Bildung von IP3 führen zur 
Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern (Calciosomen oder ER) und zum 
Calciumintlux aus dem extrazellulären Raum. Diese bekannten Eigenschaften der HL-60 Zellen 
wurden genutzt, um die Meßmethodik im Labor zu etablieren und die Ergebnisse zu verifizieren. 
Außerdem eignet sich der physiologische Stimulus zum Vergleich mit den Effekten der 
untersuchten Xenobiotika. 
Wurden die HL-60 Zellen mit dem Tripeptid fMLP 0~-tM) stimuliert, so induziert es unmittelbar 
nach seiner Applikation einen Calciumeinstrom ins Zytosol (Abb. 5). Innerhalb von wenigen 
Sekunden wurde die maximale Konzentration von freien Calciumionen im Zytosol erTeicht 
(ca. 400 nM). Im Anschluß an den schnellen Anstieg folgte eine Regulationsphase, in der die 
Zellen innerhalb einiger Minuten den Calciumspiegel auf einen Wert senkten, der etwas über dem 
basalen Calciumspiegel lag. Das von fMLP induzierte Calciumsignal setzt sich aus zwei Anteilen 
zusammen, dem aus intrazelluären Speichern freigesetzten und dem von außen einströmenden 
Calcium. Der aus dem ER freigesetzte Anteil ließ sich sehr gut im calciumfreien Medium (die 
HL-60 Zellen wurden vor der Applikation von fMLP für 3-5 Minuten im EGTA-Medium 
inkubiert) demonstrieren. Das transiente Calciumsignal wies unter diesen Bedingungen ein 
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deutlich niedrigeres Maximum (ca. 120 nM) auf (Abb. 5) auf. Aus diesen Versuchen wurde 
deutlich, daß das extrazelluläre Calcium einen größeren Anteil am Calciumeinstrom ins Zytosol 
hat. 
Zusätzlich ließ sich anhand der Stimulierung mit fMLP auch die Wirkung des 
Calciumkanalblockers Nickel darstellen. Die Vorinkubation mit Nickel (Ni2+, 10 mM, 2-3 min) 
blockierte den durch fMLP induzierbaren Calciumeinstrom durch die Plasmamembran nahezu 
vollständig, während die Freisetzung aus intrazellulären Speichern unverändert blieb. In diesen 
Experimenten bestätigt sich, daß Ni2+ ein potenter Inhibitor von Calciumkanälen ist. Der 
Terminus Calciumkanal wird weiterhin Verwendung finden, auch wenn die Calciumkanäle von 
HL-60 Zellen noch nicht ausreichend charakterisiert sind. Sie werden in der Literatur auch als 
unspezifische Kationenkanäle bezeichnet, da sie neben Calciumionen auch eine Leitfähigkeit für 
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Abb. 5: Die Wirkung des chemotaktischen Peptids fMLP auf den zytosolischen Calciumspiegel 
von HL-60 Zellen. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Fluo-3 beladen und mit fMLP zum angegebenen Zeitpunkt (Pfeil) 
unter verschiedenen Bedingungen stimuliert. Der Effekt von fMLP im calciumhaltigen (2 mM Ca2+), im 
calciumfreien Medium (5 mM EGT A) und nach Vorbehandlung mit Ni2+ (1 0 mM) ist dargestellt. 
Zusätzlich sind Meßergebnisse nach der Behandlung mit dem Vehikel (Dimethylsulfoxid) im 
calciumhaltigen Medium abgebildet. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 5 Experimente. 
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3.2. Veränderung des zytosolischen Calciumspiegels 
in Hl-60 Zellen durch Organemetalle 
Die meisten der dargestellten Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen mit dem 
Fluoreszenzspektrometer. Um Wechselwirkungen der Organametalle mit dem Calciumindikator 
Fluo-3 ausschließen zu können, wurden Experimente mit der freien Säure des 
Fluoreszenzfarbstoffes in einem calciumhaltigen Medium durchgeführt. Es zeigte sich, daß die 
Organametallverbindungen die Fluoreszenz des Fluo-3/Calcium-Komplexes nicht beeinflussen 
(Daten nicht gezeigt). 
Um die Wirkung der Organametalle auf den Calciumhaushalt untersuchen zu können, wurden 
HL-60 Zellen mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Zunächst erfolgte die Bestimmung der 
basalen Calciumkonzentration. Nach der Applikation der Organametalle wurde die Emission des 
Farbstoffs für 10 min im Fluoreszenzspektrometer gemessen. In diesen Studien wird die Reaktion 
einer großen Zellpopulation aufgenommen und ausgewertet, so daß individuelle Unterschielle 
nicht detektiert werden können. Es ist auch nicht unmittelbar möglich, ortsspezifisch zu 
bestimmen, wo die Fluoreszenz entsteht. Würden die Xenobiotika die Integrität der 
Plasmamembran verändern, könnte die Fluoreszenz auch dadurch entstehen, daß der Farbstoff aus 
den Zellen in den extrazellulären Raum diffundiert und dort Calcium bindet. 
Mit Hilfe von Videoanalysen kann die Reaktion von einzelnen Zellen untersucht und gleichzeitig 
der Ort der Fluoreszenzemission lokalisiert werden. Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, reagierten 
die Zellen individuell unterschiedlich auf die Behandlung mit Organometallen. Das 
Fluoreszenzspektrometer liefert somit einen Durchschnittswert der untersuchten Zellpopulation, 
während das Videoirnaging die individuellen Reaktionen der Zellen zeigen kann. 
Es ist mit Sicherheit auszuschließen, daß der Calciumindikator im Untersuchungszeitraum durch 
unspezifische Schäden die an der Plasmamembran durch die Organametalle ausgelöst werden, aus 
den Zellen ins Medium gelangt. Dies konnte zum einen mit den Videoanalysen gezeigt werden, 
denn die Fluoreszenz von Fluo-3 bieb nach einer Organametallbehandlung auf die Zellen 
beschränkt (Abb. 6). Zum anderen durch Expelimente mit dem Fluoreszenzspektrometer anhand 
von Ni2+ und EGT A. Beide Substanzen haben die Eigenschaft, die Fluoreszenz des Farbstoffs 
schlagartig zu löschen, wenn sie in großem Überschuß zu einer Fluo-3 Lösung, die auch Calcium 
40 Ergebnisse 
enthält, gegeben werden. Begründet ist dies darin, daß EGTA mit Fluo-3 um Calcium konkurriert 
und Ni2+ anstelle von Calcium an den Farbstoff bindet. Dabei erhöht Ca2+ die Fluoreszenz 
während sie durch Ni2+ gelöscht wird. Wurde Ni2+ oder EGT A zu einer Suspension von mit 
Organametallen behandelten Zellen gegeben, blieb die Fluoreszenz zunächst unverändert, da der 
Farbstoff nicht in den extrazellulären Raum gelangt war (Daten nicht gezeigt). 
Abb. 6: Die Wirkung von TEL auf die calciumabhängige Fluoreszenz von HL-60 Zellen. 
Videoaufnahmen von differenzierten HL-60 Zellen, die mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen und 
anschließend mit TEL (200 ~M) behandelt wurden. Die Aufnahmen zeigen die Zellen im Durchlicht (a), 
sowie die calciumabhängige Fluoreszenz der unbehandelten Zellen (b), sowie 2 (c), 5 (d), 8 (e) und 
10 min (f) nach der Behandlung mit TEL. Die Einstellungen der Filter waren für die Anregung 485 nm 
und für die Emission 525 nm. 
Alle untersuchten Verbindungen, mit Ausnahme von TMT, erhöhten innerhalb von I 0 min die 
zytosolische Calciumkonzentration (Tab. 2 + 3). Der Effekt war von der Konzentration und der 
Struktur der Xenobiotika abhängig. Jede Substanz induzierte in einer bestimmten Konzentration 
eine Erhöhung der Calciumkonzentration. Im Gegensatz zur Reaktion auf das chemotaktische 
Peptid tMLP (Abb. 5), das eine transiente Erhöhung des [Ca2+]i induzierte, bewirkten die 
Organametalle eine persistente Erhöhung der [Ca2+Ji in den HL-60 Zellen. Ausgehend vom 
basalen Calciumspiegel (ca. 50 nM) stieg die Konzentration der freien Calciumionen stetig an und 
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erreichte schon nach 10 min Werte um 170 nM im Fall von TEL (Abb. 7) und mehr als 200 nM 
durch Behandlung mit TBT (Abb. 8). Die Darstellungen, die stellvertretend für alle hier 
untersuchten Verbindungen stehen, zeigen den typischen zeitlichen Anstieg der zytosolischen 
freien Calciumkonzentration, wie er von den Organametallen verursacht wird. 
250 
200 
~ - 200~M ..s ~,..,.... -IOV + TEL ~,. -C\1 100 ~ ~ ~ ct1 Q. ~ ~ !l!l!> 100 ~M 
50 • - ~ ~ ~ Vehikel ~- ~ ~~~ -- ~ 200 ~M + EGTA 0 
0 1 2 
min 
Abb. 7: Die Kinetik der Wirkung von TEL auf die zytosolische freie Calciumkonzentration von 
HL-60 Zellen. 
HL-60 Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 beladen und mit TEL bzw. dem Vehikel (H20) 
in calciumhaitigern Medium (2 mM Ca2+) und calciumfreie~ Medium (2 mM EGT A) behandelt. Aus den 
im Fluoreszenzspektrometer gemessenen Daten wurde' die Calciumkonzentration berechnet. Die 
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Abb. 8: Die Kinetik der Wirkung von TBT auf den Calciumhaushalt von HL-60 Zellen. 
HL-60 Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 beladen und mit TBT bzw. dem Vehikel 
(Ethanol) in calciumhaitigern Medium (2 mM Ca2+) und calciumfreiem Medium (2 mM EGTA) behandelt. 
Aus den im Fluoreszenzspektrometer gemessenen Daten wurde die Calciumkonzentration berechnet. 
Die gezeigten Kurven sind Mittelwerte aus jeweils drei Replikaten und repräsentativ für die in Tabelle 3 
aufgeführten Daten. 
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Die Organametalle lassen sich aufgrund ihrer Potenz, die [Ca2+]i zu erhöhen wie folgt ordnen: 
Organazinnverbindungen Organableiverbindungen 
TMT < DBT < TET < TPT < TBT < TBTO TML < TEL < TPhL 
Die Effektivität der untersuchten trialkylierten Verbindungen die [Ca2+]i zu erhöhen, stieg mit 
zunehmender Kohlenstoffzahl der Alkylketten an. Unter den getesteten Zinnverbindungen ist TBT 
unter den Bleiverbindungen ist TEL die wirksamste Substanz. Die Wirksamkeit der Substanzen 
wird auch durch das zentrale Metallatom vermittelt, da die Bleiverbindungen mit demselben 
Alkylierungsgrad wie Zinnverbindungen die [Ca2+Ji stärker erhöhen. 
Tab. 2: Die Wirkung von Organableiverbindungen auf die [Ca2+]i von HL-60 Zellen. 
Die [Ca2+li wurde nach 10 minütiger Behandlung mit den Organableiverbindungen bzw. deren 
Lösungsmitteln (Kontrollen) in calciumhaitigern Medium (2 _!!IM Ca2+) und in calciumfreien Medium 
(5 mM EGTA) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (SO) von 
4- 12 Experimenten. Die gekennzeichneten Werte (*) sind signifikant von den Kontrollwerten 
verschieden (p < 0,025). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[IJM] x±SD 
Kontrolle 47 ± 4 
TML 100 52 ± 7 
TML 200 61 ± 12 
TML 500 92* ± 18 
EGTA+TML 500 28 ± 4 
Kontrolle 43 ± 9 
TEL 50 48 ± 10 
TEL 100 71 * ± 35 
TEL 200 166* ± 88 
EGTA+TEL 200 31 ± 16 
Kontrolle 61 ± 11 
TPhL 5 87 ± 30 
TPhL 10 110* ± 39 
TPhL 20 153* ± 38 
EGTA+TPhL 20 29 ± 12 
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Tab. 3: Die Wirkung von Organozinnverbindungen auf den Calciumhaushalt von HL-60 Zellen. 
Die [Ca2+]i wurde nach 10 minütiger Behandlung mit den Zinnverbindungen bzw. deren Lösungsmitteln 
(Kontrollen) im calciumhaitigern Medium (2 mM ca2+) und im calciumfreien Medium 
(5 mM EGTA) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x) und Standardabweichungen (SD) von 
2 - 10 Experimenten. Die Effekte wurden im Vergleich zu den Kontrollen auf Signifikanz getestet. Die 
signifikanten Werte sind gekennzeichnet: p < 0,025 (*). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[IJM] x ±SD 
Kontrolle 51 ± 8 
DBT 200 66 ± 14 
DBT 500 71* ± 15 
EGTA+DBT 500 36 ± 9 
TMT 2000 0 
Kontrolle 51 ± 8 
TET 100 64 ± 14 
TET 250 114* ± 25 
TET 500 190* ± 45 
EGTA+TET 500 25 ± 2 
Kontrolle 64 ± 12 
TPT 10 112* ± 25 
TPT 20 123* ± 21 
TPT 40 137* ± 28 
EGTA+TPT 40 25 ± 2 
Kontrolle 61 ± 11 
TBT 5 87 ± 30 
TBT 10 135* ± 23 
TBT 20 212* ± 42 
EGTA+TBT 20 30 ± 4 
Kontrolle 63 ± 13 
TBTO 10 115* ± 40 
TBTO 20 225* ± 45 
EGTA+TBTO 20 40 ± 4 
Mechanistische Studien zur Wirkung der 
Organametalle auf die [Ca2+]i 
Grundsätzlich sind mehrere Mechanismen denkbar die zur Veränderung der zytosolischen freien 
Calciumkonzentration von Zellen fuhren können. Xenobiotika können die Calciumkonzentration 
von Zellen beeinträchtigen indem sie mit Proteinen, die Calcium transportieren, leiten oder binden, 
in Wechselwirkung treten. Als weiterer Mechanismus ist die Beeinträchtigung des 
Energiehaushalts der Zellen zu nennen, da die Ca2+ -ATPasen, die den Calciumgradienten an 
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Membranen aufrechterhalten ATP benötigen. Eine unspezifische Aktivierung, oder Hemmung von 
Signaltransduktionswegen, in denen Calcium eine Rolle spielt, könnte ebenfalls durch die 
Organometalle verursacht sein. Zusätzlich könnten Änderungen des intrazellulären pH-Wertes die 
Pufferkapazität von calciumbindenden Proteinen erniedrigen oder erhöhen. 
3.3.1. Der organometall-induzierte Calciuminflux ins Zytosol: 
Untersuchungen zur Quelle des Calciums 
Die beiden Quellen, aus denen Calcium ins Zytosol einströmt sind das extrazelluläre Calcium, das 
beispielsweise durch Kanäle in die Zelle gelangt und die intrazellulären Speichern, insbesondere 
das ER oder die Calciosomen. Hinweise auf die wichtige Rolle des extrazellulären Calciums im 
Zusammenhang mit den Organometallwirkungen, gab es schon aus den Untersuchungen zur 
Arachidonsäurefreisetzung in calciumfreiem Medium (Käfer & Krug, 1994). Die Wirkung von 
TBT und TEL auf diesen Parameter wurde unter calciumfreien Bedingungen völlig verhindert 
(Abb. 15 + 16). Wie aus den Tabellen 2 + 3 und den Abbildungen 7 + 8 hervorgeht, induzieren 
die Xenobiotika in calciumfreien Medium keine Erhöhung der [Ca2+Ji. Dies war keinesfalls auf 
die Komplexierung der Organometalle zurückzufiihren, da bekannt ist, daß EGT A mit den 
Organometallen keine Komplexe bilden kann (Röderer, 1983). 
Im Gegensatz zu den Organometallen induzierten Substanzen wie das chemotaktische Peptid 
fMLP (Abb. 5), Calcium-Ionophor A23187 (Abb. 9) und Thapsigargin (Hemmer der 
Ca2+-ATPase des ER, Abb. 10) unter calciumfreien Bedingungen einen Calciumeinstrom ins 
Zytosol, da sie Calcium sehr schnell aus intrazellulären Speichern freisetzten. Die Ergebnisse 
geben somit einen ersten Anhaltspunkt auf den Wirkungsmechanismus der Organometalle. Sie 
bewirken offensichtlich nicht wie Hormone oder Wachstumsfaktoren eine schnelle Freisetzung 
von Calcium aus dem ER, der bei den Rezeptoragonisten typisch fiir die erster Phase der 
Erhöhung der [Ca2+]i ist und dadurch zustande kommt, daß Calcium freigesetzt wird, nachdem 
IP3 an seine Rezeptoren gebunden und Calciumkanäle geöffnet hat. Die Organometalle könnten 
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Abb. 9: Die Wirkung der Organametalle auf die intrazellulären Calciumspeicher. 
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Mit DMSO differenzierte HL-60 Zellen, die mit dem Ca2+-lndikator Fluo-3 beladen waren, wurden nach verschiedenen 
Vorbehandlungen mit Ca2+-lonophor in nominal Ca2+-freiem Medium behandelt. 
Zellen die für 10 min mit Organametallen (a: TBT 20 ~M,TPhL 20 ~M; b: TET 500 ~M; TPT 40 ~M) vorinkubiert waren und 
unbehandelte Zellen (Kontrollen), wurde zum Entleeren der intrazellulären Calciumspeicher mit Ca2+-lonophor behandelt. Da 
bei diesen Versuchen die Calciumkonzentration nicht quantifizierbar war, wurden die gemessenen Fluoreszenzeinheiten 
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Abb. 10: Die Wirkung der Organametalle auf die intrazellulären Calciumspeicher. 
Mit DMSO differenzierte HL-60 Zellen, die mit dem Ca2+.1ndikator Fluo-3 beladen worden waren, wurden unter verschiedenen 
Bedingungen mit Ca2+-lonophor und Thapsigargin (TG) in nominal Ca2+-freiem Medium behandelt. 
a: Zellen, die für 10 min mit Organametallen (TML 500 ~M, TEL 200 ~M) vorinkubiert waren, und Ul\behandelte Zellen 
(Kontrollen) wurde zum Entleeren der intrazellulären Calciumspeicher mit Ca2+.1onophor behandelt. Um, die Validität der 
Methode nachzuweisen, wurden weitere Zellen mit Thapsigargin (Inhibitor der Ca2+-ATPase des ER) behandelt. 
b: Die Zellen wurden unbehandelt (Kontrolle) nach Vorinkubation mit Amiland und nach einer Vorkühlung auf 4 oc mit 
Ca2+-lonophor behandelt um die intrazellulären Speicher zu entleeren. 
Da bei diesen Versuchen die Calciumkonzentration nicht quantifizierbar war, wurden die gemessenen Fluoreszenzeinheiten 
dargestellt. Die gezeigten Ergebnisse sind die Mittelwerte von jeweils drei Replikaten und repräsentativ für 3-5 Experimente. 
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Signaltransduktionskomponenten, die letztendlich zur Bildung von IP3 führen, einen 
Calciumeinstrom ins Zytosol induzieren. Diese potentiellen Mechanismen wurden durch 
entsprechende Experimente in die Untersuchungen einbezogen. 
Um den Einfluß der Xenobiotika auf die intrazellulären Speicher zu testen, wurden die HL-60 
Zellen nach der Beladung mit Fluo-3 in ein nominal calciumfreies Medium aufgenommen. Dieses 
Medium enthielt noch Spuren von freiem Ca2+, so daß die Calciumkonzentration in den Zellen 
ungefähr der im extrazellulären Raum entspach. Dadurch sollte erstens verhindert werden, daß die 
Zellen durch Diffusion Calcium verlieren und zweitens, daß die Behandlung mit 
calciumaktivierenden Wirkstoffen einen Einstrom aus dem extrazellulären Raum induziert. Dieses 
Medium eignet sich durch seine Eigenschaften zur Untersuchung der Wirkung der OrganurnetaUe 
auf die intrazellulären Calciumspeicher. 
Wie aus den Abbildungen 9 + 10 hervorgeht, bewirken die Organametalle in diesem, wie auch im 
calciumfreien Medium (Tab. 2 + 3) keine Veränderung des zytosolischen Calciumspiegels. Es 
kann aber nicht ausgeschlossen werden, daß eine schleichende Entleerung der Speicher stattt1ndet. 
Die Zellen könnten den langsamen Calciumverlust durch den Transport von Calcium aus den 
Zellen mittels Ca2+-A TPasen ausgleichen und die Entleerung der Speicher würde dadurch 
unbemerkt bleiben. Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurde Calcium aus den intrazellulären 
Speichern im Anschluß an die Behandlung mit den Organametallen freigesetzt. Zu diesem Zweck 
wurden die Zellen mit Ca2+ -lonophor behandelt. Ca2+- lonop hor gelangt in alle zellulären 
Membranen und ermöglicht dadurch einen Calciumstrom entlang den bestehenden 
Konzentrationsgradienten (Mitochondrien, ER) ins Zytosol. Wie in den Abbildungen 9 + 10 zu 
sehen ist, induzierte Ca2+-Ionophor nach seiner Applikation einen raschen Anstieg der 
calciumabhängigen Fluoreszenz, der innerhalb von 4-5 min wieder auf den Ausgangswert 
zurückging. Die Vorinkubation mit den Organametallen veränderte den durch Ca2+-Ionophor 
induzierbaren Fluoreszenzanstieg und die maximale Fluoreszenz im Vergleich zu den Kontrollen 
nicht. Es wird offensichtlich, daß durch keines der untersuchten Organametalle Calcium aus 
intrazellulären Speichern freigesetzt wurde. 
Die Validität der Methode wurde mit Thapsigargin, das hochspezifisch die Ca2+-A TPase des ER 
hemmt und dadurch diesen Calciumspeicher entleert, nachgewiesen. Nach dessen Applikation 
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stieg die [Ca2+]i rasch an, da Calcium aus dem ER diffundierte, und sank dann langsam wieder ab 
(Abb. 10 a). Das im Anschluß durch Ca2+-Ionophor induzierbare Fluoreszenzmaximum war 
deutlich niedriger und entsprach im wesentlichen der Calciumfreisetzung aus den Mitochondrien. 
3.3.2. Untersuchung 
Signalwege 
der Komponenten der Calcium-
Neben den schon angesprochenen Stimuli, die nach der Bildung von IP3 die Entleerung der 
intrazellulären Calciumspeicher bewirken, existieren noch weitere Hormone, bzw. Mediatoren, die 
einen Anstieg der zytosolischen freien Calciumkonzentration induzieren, ohne Calcium aus 
intrazellulären Speichern freizusetzen. Ein solches Beispiel ist Histamin. In HL-60 Zellen aktivie1t 
Histamin, nachdem es an einen G-protein-gekoppelten Rezeptor gebunden hat, einen 
Calciumstrom durch die Plasmamembran (Seifertet al., 1994). 
In der Literatur wird Arachidonsäure immer wieder im Zusammenhang mit der Regulation der 
[Ca2+Ji diskutiert. Deshalb sollte geprüft werden, ob Arachidonsäure, deren Freisetzung durch die 
Organametalle induziert wird, den [Ca2+]i von HL-60 Zellen beeinflußt. Wie aus Abbildung 11 
hervorgeht, induziert Arachidonsäure einen raschen transienten Anstieg der [Ca2+]j. Allerdings 
blieb die Calciumkonzentration vor allem nach der Behandlung mit 10 J1M Arachi donsäure 
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Abb. 11: Die von Arachidonsäure induzierte Aktivierung von Calciumströmen in HL-60 Zellen. 
Die HL-60 Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Nachdem die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen 
bestimmt worden war, wurden die Zellen mit Arachidonsäure (AA), im calciumhaltigen (2 mM Ca2+) oder im calciumfreien 
Medium (5 mM EGTA) stimuliert. Nach den Messungen wurden 3 Replikate zu einem Mittelwert zusammengefaßt. Die 
dargestellten Ergebnisse stehen stellvertretend für 3 Experimente. 
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Im calciumfreien Medium konnte die Arachidonsäure keine Erhöhung der [Ca2+]i induzieren, da 
offensichtlich kein Calcium aus intrazellulären Speichern mobilisiert wurde. Mit diesen 
Charakteristika unterscheidet sich Arachidonsäure in ihrer Wirkung deutlich von tMLP. 
Die Signaltransduktionsmechanismen, die z.B. von Histamin und Arachidonsäure aktiviert 
werden, sind potentielle Angriffsorte der Organometalle, die in die Untersuchungen einbezogen 
werden sollten. Zusätzlich sollte untermauert werden, daß die Organometalle, da sie kein Calcium 
aus intrazellulären Speichern freisetzen, den Signaltransduktionweg der von Hormonen und 
Wachstumsfaktoren aktiviert wird, nicht beeinträchtigen. Für diese Untersuchungen sind 
Substanzen wie Pertussistoxin und TP A geeignet, da sie die Signalweiterleitung von 
physiologischen Stimuli spezifisch unterbrechen. Zur Validierung des experimentellen Ansatzes 
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Abb. 12: Der Effekt von Pertussistoxin und dem Phorbolester TPA auf die fMLP-induzierte 
Signaltransduktion. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Fluo-3 beladen und mit fMLP (Pfeil) stimuliert, nachdem die Zellen 
mit Pertussistoxin (PT, 1,5 IJg/ml, 3 h) bzw. mit einem Phorbolester (TPA, 100 nM, 10 min) behandelt 
worden waren, oderunbehandelt blieben. Nach den Messungen wurden 3 Replikate zu einem Mittelwert 
zusammengefaßt. Die Ergebnisse stehen stellvertretend für 3 - 5 Experimente. 
Pertussistoxin, das Gift des Keuchhustenenegers (Bordetella pertussis), unterbricht die 
Signaltransduktion durch ADP-Ribosylierung bestimmter G-Proteine und ist daher ein geeignetes 
Instrument zur Untersuchung der Beteiligung von rezeptorvermittelten, zellulären Vorgängen. Die 
Zellen wurden für 3 h mit dem Toxin ( 1,5 11g/ml) vorinkubiert, wobei nach 2,5 h zusätzlich die 
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Beladung der Zellen mit Fluo-3 etfolgte. Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, verhindert 
Pertussistoxin den durch tMLP induzierbaren Calciumeinstrom ins Zytosol vollständig, da es die 
Signalübettragung zwischen dem fMLP-Rezeptor und der PLC unterbricht. 
Der Phorbolester (TP A), der eine dem DAG analoge Struktur besitzt, führt aufgmnd seiner hohen 
metabolischen Resistenz zu einer persistenten Aktivierung der PKC, die wiedemm durch 
Phosphorylierung die PLC inaktiviert. Die Vorinkubation mit TP A (Abb. 12) konnte den 
transienten Calciumstrom der durch fMLP aktiviert worden war recht deutlich veningem. Beide 
Substanzen erwiesen sich somit als brauchbare Werkzeuge, um eine mögliche Wirkung der 
Organometalle auf die rezeptoraktiviette Signaltransduktion zu untersuchen. 
r kt von rtussi in a den organometall-
induzierten lciuminflux 
Während in den Kontrollexperimenten die Vorbehandlung mit Pertussistoxin den 
rezeptoraktivierten Calciumeinstrom ins Zytosol völlig verhindem konnte (Abb. 12), hatte die 
Vorinkubation mit Pertussistoxin in keinem Fall einen hemmenden Einfluß auf die durch 
Organometalle induzierte Erhöhung der [Ca2+]i. Es konnte in einigen Expetimenten sogar eine 
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Abb. 13: Der Effekt von Pertussistoxin auf die von den Organametallen induzierten Calciumströme. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Pettussistoxin (PT; 1,5 ~g/ml) für 3 h vorinkubiert und mit Fluo-3 beladen. Anschließend 
wurden sie mit den Organometallen behandelt und die Fluoreszenz des Calciumindikators für 10 min gemessen. in den 
Experimenten wurden immer vorbehandelte und unbehandelte Zellen parallel im selben Versuchsansatz untersucht. Die 
gezeigten Kurven sind die Mittelwerte von 3 Replikaten und stehen stellvertretend für 2·4 Experimente. 
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3.3.2.2. Der Effekt von 12-0-Tetracarbonylphorbol-13-acetat (TPA) 
auf den organometall-induzierten lciuminflux 
Die Inaktiviemng der PLC durch die Vorinkubation mit TP A war in den Kontrollexpelimenten 
mit fMLP deutlich sichtbar (Abb. 12). In Studien mit den Organametallen konnte nach der 
Vorbehandlung mit TP A keine hemmende Wirkung beobachtet werden, sondern bei fast allen 
Versuchen war die [Ca2+]i nach 10 minütiger Einwirkung der Organametalle höher, als in Zellen, 
die nicht vorbehandelt waren. Nur in wenigen Ansätzen waren die Calciumkonzentrationen in den 
vorbehandelten und unbehandelten Zellen nach 10 min gleich hoch (Abb. 14, Tab. 4). TPA selbst 
hatte während des untersuchten Zeitraums keinen sichtbaren Einfluß auf den Calciumhaushalt der 
HL-60 Zellen. 
Tab. 4: Der Effekt des Phorbolesters TPA auf die von den Organemetallen induzierte Erhöhung 
der zytosolischen freien Calciumkonzentration. 
Die zytosolische freien Calciumkonzentration wurde in HL-60 Zellen gemessen, nachdem sie für 10 min mit den Xenobiotika 
behandelt worden waren. ln den Versuchen mit TPA erfolgte eine Vorinkubation (100 nM, 10 min). Behandelte und 
unbehandelte Zellen wurden parallel im selben Versuchsansatz gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte (x) und die 
Standardabweichungen (SO) von 3-4 Experimenten. Die Ergebnisse der mit TPA vorbehandelten und der nicht vorbehandelten 
Zellen sind statistisch nicht verschieden. 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[~M] x±SD 
Kontrolle TPA 50 ± 2 
TML 500 70 ± 14 
TPA+TML 500 110 ± 43 
TEL 200 100 ± 19 
TPA+TEL 200 143 ± 38 
TPhL 20 153 ± 51 
TPA + TPhL 20 170 ± 67 
TET 500 213 ± 45 
TPA +TET 500 264 ± 56 
TPT 40 98 ± 11 
TPA+TPT 40 136 ± 43 
TBT 20 111 ± 24 
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Abb. 14: Kinetik des organometall-induzierten Calciumeinstroms nach Vorbehandlung der Zellen 
mit TPA. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Fluo-3 beladen und mit einem Phorbolester (TPA) für 10 min vorinkubiert. Anschließend 
wurden sie mit den Organametallen behandelt und die Fluoreszenz des Calciumindikators wurde für 10 min gemessen. Die 
Kurven zeigen die Mittelwerte aus 3 Replikaten und stehen stellvertretend für die Experimente, die in Tabelle 3 
zusammengelaßt sind. 
3.3.3. Effekte der Organametalle auf die zellulären 
Ionengradienten 
Ionengradienten an der Plasmamembran sind z.B. für das Membranpotential und die 
Signalweiterleitung in Zellen von besonderer Bedeutung. Die zytosolische freie 
Calciumkonzentration und Calciumströme sind aber auch von anderen Ionen abhängig. 
Ionenpumpen oder -austauscher benötigen für ihre Funktion Gegenionen. Deshalb sollte 
untersucht werden, inwiefem die organometalle-induzierte Erhöhung der [Ca2+]j mit anderen 
Ionengradienten zusammenhängt und inwieweit auch andere Ionengradienten durch die 
Organametalle verändert werden. 
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3.3.3.1. Untersuchungen zu Wirkungen auf Calciumkanäle der 
Plasmamembran 
Zur Untersuchung von Calciumkanälen wird Nickel (NiC12) vor allem in nicht enegbaren Zellen 
eingesetzt, da für diese Zellen noch keine spezifischen organischen Hemmstoffe zur Verfügung 
stehen, die ohne Nebenwirkung auf den Calciumhaushalt bleiben. 
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Abb. 15: Der Effekt des Calciumkanalblockers Ni2+ auf die von TEL induzierte Erhöhung des 
zytosolischen Calciumspiegels, die Bildung von freier Arachidonsäure und die Vitalität von 
HL-60 Zellen. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Ni2+ (10 mM) bzw. mit EGTA (3 mM) vorinkubiert und dann mit 
TEL behandelt. Für die Bestimmung der zytosolischen Calciumkonzentration (a) wurden die Zellen mit 
Fluo-3 beladen und anschließend Wirkung von TEL (200 ~M) auf die [Ca2+]i für 10 min verfolgt. Die 
dargestellten Kurven zeigen die Mittelwerte von jeweils 3 Replikaten und stehen stellvertretend für die 
Experimente, die in Tabelle 5 zusammengefaßt sind. 
Der Effekt von TEL (200 ~M) auf die Vitalität (b) der Zellen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mit 
dem Trypanblau -Test bestimmt. Die Kontrollen waren unbehandelte Zellen ( +) und mit Ni2+ ( <>) 
behandelte Zellen. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen von 
5 Experimenten. 
Die Arachidonsäurefreisetzung (c) nach TEL-Behandlung von markierten Zellen steht stellvertretend für 
die Ergebnisse aus Tabelle 9. Bahn 1-3 zeigt die Kontrollen: Lösungsmittel, Ni2+ und EGT A-Medium. Die 
Bahnen 4-6 demonstrieren die Wirkung nach TEL (1 00 ~M) Behandlung: Bahn 4 zeigt TEL alleine, 
Bahn 5 nach der Vorinkubation mit Ni2+ und Bahn 6 nach der Behandlung im calciumfreiem Medium. 
Verwendete Abbkürzungen: Arachidonsäure (AA), Neutrallipide (NL), Phosphatidylcholin (PC), 
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol-
bisphosphat (PIP2), Sphingomyelin (SM). Die Untersuchungen zur Arachidonsäurefreisetzung in 
calciumfreiem Medium wurden von A. Käfer durchgeführt und wurden bereits publiziert (Käfer & Krug, 
i 994). 
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Um eine Blockade von Calciumkanälen zu erreichen, muß Ni2+ in Konzentrationen von 5~ 10 mM 
eingesetzt werden (Demaurex et al., 1992; Zweifach & Lewis, 1993 ). Wie durch die Expeiimente 
mit dem chemotaktischen Peptid fMLP gezeigt werden konnte ist Ni2+ ein brauchbarer Inhibitor 
von Calciumkanälen. Der Einstom von Calcium aus dem extrazellulären Raum wurde durch Ni2+ 
fast vollständig verhindert (Abb. 5). 
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Abb. 16: Der Effekt des Calciumkanalblockers Ni2+ auf die von TBT induzierte Erhöhung des 
zytosolischen Calciumspiegels, die Vitalität und die Bildung von freier Arachidonsäure von 
HL-60 Zellen. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden mit Ni2+ (1 0 mM) bzw. mit EGTA (3 mM) vorinkubiert und dann mit 
TBT behandelt. Die Wirkung von TBT (20 IJM) auf die [Ca2+)1 wurde für 10 min aufgezeichnet (a). 
Der Effekt von TBT (20 IJM) auf die Vitalität (b) der Zellen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mit 
dem Trypanblau-Test bestimmt. Die Kontrollen waren unbehandelte Zellen(+) und mit Ni2+ ( <>) 
behandelte Zellen. 
Die Arachidonsäurefreisetzung nach der Behandlung mit TBT (1 0 IJM) ist dem Teil c der Abbildung zu 
entnehmen. Weitere Einzelheiten sind der Legende von Abbildung 15 zu entnehmen. Diese Experimente 
wurden in Zusammenarbeit mit F. Zaucke durchgeführt. 
Im Gegensatz dazu verminderte der Calciumkanalblocker die Wirkung der Organametalle nur 
zum Teil oder er blieb, wie in den Versuchen mit TPT und TET wirkungslos (Tab. 5). Die 
Hemmung des Effekts durch Ni2+ war im Fall von TPhL 53%, bei TEL 54%, bei TML 44% 
und im Fall von TBT 56 %. Allgemein ist noch hinzuzufügen, daß Ni2+ in unstimulietten bzw. 
unbehandelten Zellen zu keiner Veränderung der [Ca2+]j führte. Die Abbildungen 15 a + 16 a 
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zeigen die Kinetik des durch TBT und TEL induzierten Calciumeinstroms in das Zytosol, nach der 
Vorinkubation mit oder ohne Ni2+. Aus diesen Abbildungen wird deutlich, daß der 
Calciumkanalblocker im Fall von TEL sofort nach der Zugabe des Organametalls den Anstieg der 
[Ca2+]i verminderte, während beim TBT die Wirkung von Ni2+ erst nach der zweiten Minute zum 
Tragen kam. Die Vorbehandlung mit Ni2+ verzögerte auch das Absterben der Zellen während 
einer Inkubation mit TEL und TBT deutlich (Abb. 15 b + 16 b). Auch die von den beiden 
Substanzen ausgelöste Arachidonsäurefreisetzung, die von der [Ca2+]i abhängig ist, wurde durch 
die Vorbehandlung mit Ni2+, genauso wie im calciumfreien Medium (3 mM EGTA) gehemmt. 
Tab. 5: Die Wirkung des Calciumkanalblockers Nickel (Ni2+) auf den organometall-induzierten 
Calciumeinstrom ins Zytosol. 
Die zytosolische Calciumkonzentration der mit den Organametallen behandelten HL-60 Zellen wurde mit 
oder ohne vorherige Zugabe von Ni2+ (1 0 mM) parallel in einer Mikroweilplatte gemessen. Die 
Ergebnisse zeigen die Mittelwerte (x) und die Standardabweichungen (SD) von 4-6 Experimenten. Nach 
jedem Experiment wurden die Meßwerte von jeweils drei Replikaten zu einem Mittelwert 
zusammengefaßt. Die Effekte wurden im Vergleich zu den Kontrollen auf Signifikanz getestet. Die 
signifikanten Werte wurden gekenzeichnet: p < 0,025 (*) bzw. p < 0,01 (**). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[IJM] x ±SD 
42 ± 11 
500 68* ± 11 
500 88 ± 19 
+TEL 200 98**± 18 
TEL 200 163 ± 22 
+TPhL 20 89**± 11 
TPhL 20 143 ± 30 
+TET 500 170 ± 26 
TET 500 169 ± 49 
+TPT 40 131 ± 44 
TPT 40 132 ± 27 
Ni2+ +TBT 20 103**± 14 
TBT 20 181 ± 19 
Auch mit Hilfe von Mangan (MnCl2) ist es möglich zu untersuchen, wie Calcium aus dem 
extrazellulären Raum in das Zytosol von HL-60 Zellen einströmt. Mn2+ löscht die Fluoreszenz 
von Fluo-3, wenn es anstelle von Calcium gebunden wird (Kao et al., 1989; Merritt et al., 1990). 
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Von verschiedenen ArbeitsgiUppen wurde nachgewiesen, daß Mn2+ durch spezifische Kanäle ins 
Zytosol von HL-60 Zellen strömt. Zum einen wurden Versuche mit verschiedenen Pharmaka 
durchgeführt die den Calciumeinstrom durch die Membran aktivieren, nachdem sie die EntleeiUng 
von intrazellulären Calciumspeichern bewirkt haben (Kapazitatives Modell, vgl. Einleitung). Zum 
anderen handelt es sich um Rezeptoragonisten, die einen Calciumeinstrom induzieren. Mit diesen 
Experimenten konnte nachgewiesen werden, daß Mn2+ auf demselben Weg wie Ca2+ ins Zytosol 
der HL-60 Zellen gelangt (Demaurex et al., 1992; Krautwurstet al., 1992; Montero et al., 1994). 
Die Effekte von Mangan im Anschluß an eine Organometallbehandlung sind den Abbildungen 
17 + 18 zu entnehmen. Nach der Behandlung mit den Bleiverbindungen und mit TBT war es 
durch Zugabe von Mn2+ möglich, die Fluoreszenz von Fluo-3 teilweise zu löschen. Die 
Fluoreszenz sank sehr schnell ab, ein Effekt der nur darauf zurückzuführen ist, daß Mn2+ in die 























Abb. 17: Der Effekt von Mangan (Mn2+) auf die von den Organametallen induzierte Fluoreszenz 
von Fluo-3 im Zytosol von HL-60 Granulozyten. 
HL-60 Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen und zum angegebenen Zeitpunkt mit den 
Bleiverbindungen behandelt (Pfeil). Im Anschluß an die 10 minütige Inkubation mit den Organametallen 
wurde Mn2+ (1 0 mM) zupipettiert und die Fluoreszenz für weitere 5 min aufgezeichnet. Die dargestellten 
Ergebnisse sind die Mittelwerte von jeweils 3 Replikaten und stehen stellvertretend für 5 Experimente. 
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In Experimenten mit HL-60 Zellen, die mit TPT und TET behandelt worden waren, konnte kein 
Effekt von Mn2+ auf die Fluoreszenz des Calciumindikators Fluo-3 nachgewiesen werden (Daten 
nicht gezeigt). Die Ergebnisse korrelieren mit den Untersuchungen, in denen Ni2+ als 
Calciumkanalblocker eingesetzt wurde. TET und TPT bewirken demnach keinen Einstrom von 
Calcium durch Kanäle in der Plasmamembran. Sie unterscheiden sich daher eindeutig von den 
anderen untersuchten Substanzen. 
Abb. 18: Der Effekt von Mangan auf die Fluoreszenz von HL-60 Zellen nach der Behandlung mit 
TBT. 
Die Abbildung zeigt Videoaufnahmen von HL-60 Zellen, die mit Fluo-3 beladen waren. Das Durchlichtbid 
wurde mit einem Glimmersionsobjektiv (1 00/1 ,3) aufgenommen und zeigt die Zellen vor der Behandlung 
mit TBT in 1 OOfacher Vergrößerung. Das Durchlichtbild wurde mit den Fluoreszenzwerten, die von der 
Kamera vor und nach der Behandlung mit TBT (20 IJM) delektiert worden waren, überlagert. Die 
aufgezeichneten Grauwerte wurden in Farben konvertiert. Die Fluoreszenz ist vor der Behandlung (a), 
sowie nach 5 min (b) und 10 min (c) gezeigt. Die Aufnahme (d) stellt die Fluoreszenz 1 min nach der 
Zugabe von Mn2+ (1 0 mM) dar. 
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3.3.3.2. Der Effekt der Organemetalle auf die Ca2+-ATPasen. 
Da schon geringe Veränderungen der [Ca2+Ji physiologische Wirkungen haben können, muß sie 
sehr genau reguliert werden. Dazu besitzen Zellen Ca2+ -ATPasen und Na+/Ca2+ -Austauscher. 
Diese Transporter, die unter anderem auch in der Plasmamembran lokalisiett sind, leisten einen 
wichtigen Beitrag zur Regulation der [Ca2+Ji· Im Gegensatz zu den Na+/Ca2+-Austauschem, 
besitzt die Ca2+-ATPase eine hohe Affinität, aber eine geringere Transportkapazität für Calcium. 
Eine Beeinträchtigung der Funktion der ATPase, wie z.B. ein ATP-Mangel, würde sich daher vor 
allem in nieddgen Konzentrationbereichen von Calcium bemerkbar machen. 
Es war von Interesse, ob die Organametalle die ATPasen hemmen. Da für die direkte 
Untersuchung der A TPasen derzeit keine Inhibitoren zur Verfügung stehen, waren Experimente 
durchzuführen, die indirekt die Wirkung der Organometalle auf die A TPasen zeigen sollten. Im 
calciumfreien Medium konnte durch die Applikation von Ca2+-Ionophor eine Hemmung der 
Ca2+-ATPasen nachgewiesen werden (Abb. 9 + 10). Durch Ca2+-Ionophor wurde ein 
Calciumeinstrom ins Zytosol ausgelöst, der in unbehandelten und in mit Organametallen 
behandelten Zellen gleich groß war (wie schon besprochen wurde, werden die intrazellulären 
Calciumspeicher durch die Organometalle nicht entleert). Im weiteren Verlauf der Versuche 
zeigten sich aber Unterschiede im Fluoreszenzverlauf der Kontrollen im Vergleich zu den 
behandelten Zellen. Während in den Kontrollen die Fluoreszenz nach der Behandlung mit 
Ca2+-Ionophor schnell auf den ursprünglichen Wert absank, war dies in den Zellen, die mit den 
Organometallen behandelt waren, nicht der Fall. Die Abweichungen beim Rückgang der 
Fluoreszenz wurden im Fall von TET und TPT besonders deutlich (Abb. 9 b). Das Absinken der 
Fluoreszenz nach der Applikation von Thapsigargin und nach der Behandlung mit Ca2+-Ionophor 
resultiett möglichetweise aus der Aktivität von calciumtransportierenden Proteinen oder daher, 
daß Calcium aus den Zellen in den extrazellulären Raum diffundiert. Die Proteine, um die es sich 
handelt, sind die Ca2+ -ATPasen und die Na+Jca2+-Austauscher. Um zwischen diesen beiden 
Möglichkeiten zu differenzieren, wurden die Zellen vor der Messung auf 4 ac abgekühlt bzw. mit 
Amiimid vminkubiert und anschließend mit Ca2+-Ionophor behandelt (Abb. 10 b ). Amiimid 
hemmt, wenn es in hohen Konzentrationen eingesetzt wird, den Na+/Ca2+-Austauscher. Mit Hilfe 
der Vorkühlung sollte gezeigt werden, daß es sich beim Rückgang der Fluoreszenz nicht um eine 
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Diffussion von Calcium handelt. Wie in Abbildung 10 b zu sehen ist, hatte Amilorid keinen 
Einfluß auf das Absinken der von Ca2+-Ionophor induzierten Fluoreszenz, während die Kühlung 
der Zellen bis zum Versuchsbeginn (das Fluoreszenzspektrometer ist nicht kühlbar) zunächst das 
Abklingen der Fluoreszenz deutlich verminderte. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen 
werden, daß die Ca2+ -ATPasen das Calciums in den extrazellulären Raum transportieren und 
damit für das Absinken der Fluoreszenz nach der Behandlung mit Ca2+ -Ionophor verantwortlich 
sind. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Versuche ist der Energiehaushalt der Zellen. Schon mehrfach 
wurde berichtet, daß Organometalle die Bildung von ATP in den Mitochondrien beeinträchtigen 
und dadurch ein Energiedefizit verursachen können (Selwyn, 1976, Chow et al., 1992). Die 
Calciumspeicherung im ER ist von energieverbrauchenden Ca2+_ATPasen abhängig, da Calcium 
ständig aus dem ER ins Zytosol diffundiett. Daher bewirkte die Hemmung der A TPase durch 
Thapsigargin einen raschen Anstieg der [Ca2+]i (Abb. 10). Die Organometalle vellJrsachten diesen 
Effekt nicht (Abb. 9 + l 0). Folglich gab es im Untersuchungszeitraum kein Energiedefizit, dessen 
Umfang zu einem verminderten Transport von Calcium durch die ATPasen geführt hätte und als 
dessen Folge die [Ca2+]i ansteigen wäre. 
Da in diesen Expetimenten kein Calciumgradient an der Plasmamembran vorhanden war, dessen 
Aufrechterhaltung ebenfalls Energie erfordert, sollten nach Möglichkeit auch Expetimente in 
Calciumhaitigen Medium durchgeführt werden. Für diese Expelimente schien das chemotaktische 
Peptid tMLP geeignet. Denn die Verwendung von nattiumfreiem Medium hatte ergeben, daß die 
Na+fca2+ -Austauscher, die Regulation des durch tMLP induzietten transienten Calciumint1uxes 
nicht beeinflussen (Abb. 20), sondern, daB alleine die Ca2+-ATPasen das Calcium aus den Zellen 
m den extrazellulären Raum transportieren. Daher wurden die Zellen, nach 
Organometallenbehandlung, mit tMLP stimuliert. Dem schnellen fMLP-induzietten Anstieg der 
[Ca2+]i konnten die behandelten Zellen, zunächst wie die unbehandelten Kontrollen, 
gegenregulieren (Abb. 19). Erst nach einigen Minuten traten besonders im Falle von TET und 
TPT Unterschiede im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auf. Das niedrige Niveau der 
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Abb. 19: Der Effekt von fMLP auf die [Ca2+]1 von HL-60 Zellen im Anschluß an eine Behandlung 
mit Organometallen. 
Die HL-60 Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Nachdem die Fluoreszenz der 
unbehandelten Zellen bestimmt worden war, wurden die Zellen zunächst für 10 min mit den 
Organametallen und anschließend mit fMLP behandelt. Nach den Messungen wurden jeweils 3 Replikate 
























Abb. 20: Der Effekt von natriumfreiem Medium (Cholin-Medium) auf die von fMLP induzierte 
Calciumkinetik von HL-60 Zellen. 
HL-60 Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen und im natiumhaltigen oder im 
natriumfreien Medium inkubiert. Zunächst wurde die Fluoreszenz im unstimulierten Zustand bestimmt 
und dann wurde fMLP appliziert (Pfeil). Die Kinetik wurde für 10 min gemessen. Die Ergebnisse zeigen 
die Mittelwerte aus jeweils 3 Replikaten und stehen stellvertretend für 3 Experimente. 
3.3.3.3. Untersuchungen zum Effekt der Organametalle auf den 
Na+/Ca2+-Austauscher der Plasmamembran 
Die Untersuchungen mit natriumfreiem Medium wurden durchgeführt, um die mögliche 
Beeinträchtigung des Na+tca2+ -Austauschers durch die Organametalle zu überprüfen. Der 
Na+/Ca2+ -Austauschers ist wie die Ca2+ -ATPase in vielen Zellen wichtig für die Regulation des 
zytosolischen Calciumspiegels. Die Verwendung eines natriumfreien Mediums schien zur 
Untersuchung der Na+tca2+-Austauscher geeignet, denn die Verfügbarkeit von Natrium ist für 
die Funktion des Austauschers essentiell. Da dieses Medium völlig anders zusammengesetzt war, 
als das routinemäßig verwendete lnkubationsmedium, wurde eine Systemkontrolle mit einem 
62 Ergebnisse 
Kontrollmedium durchgefuhrt (siehe Kap. 2.3.), um einen Einfluß der Medienzusammensetzung 
auf den Organametalleffekt auszuschließen. Die Substitution von Natriumchlorid durch 
Cholinchlorid resultierte in einigen Fällen in einer deutlich verstärkten Erhöhung der [Ca2+]i 
durch die Organametalle (Tab. 6). In Zellen, die mit TEL, TML und TBT behandelt wurden, stieg 
die [Ca2+Ji in natriumfreiem Medium im Vergleich zum natriumhaltigen Medium stärker an. 
Tab. 6: Der Effekt der Organametalle auf die [Ca2+]i von HL-60 Zellen im natriumfreien und 
natiumha!tigen Medium. 
Die Wirkung der Organametalle auf den Calciumhaushalt von HL-60 Zellen wurde in natriumfreiem 
Medium (140 mM Cholinchlorid) und in Medium mit Natrium (140 mM) untersucht. Differenzierte HL-60 
Zellen, die mit Fluo-3 beladen waren, wurden mit den Xenobiotika behandelt. Die calciumabhängige 
Fluoreszenz 'Nurde gemessen und nach 10 min die zytosolische Calciumkonzentration berechnet. 
Jeweils drei parallele Ansätze wurden zu einem Mittelweri zusammengefaßt. Die Behandlung mit einern 
Organametall erfolgte im selben Versuchsansatz in natriumfreiem Medium bzw. in natriumhaitigern 
Kontrollmedium. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte (x) und Standardabweichungen (SD) aus 2- 7 
Experimenten. Die Wirkung der Organametalle auf Zellen, die im natriumhaltigen Medium inkubiert 
waren, wurde im Vergleich zu Zellen im natriumfreien Kontrollmedium auf Signifikanz getestet. Die 
signifikanten Werte sind gekennzeichnet: p < 0,05 (*) bzw. p < 0,025 (**). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[~M] x±SD 
Na+ -frei Kontrolle 55 
Kontrolle 53 
Na+ -frei+ TML 500 115** ± 29 
TML 500 70 ± 10 
Na+ -frei+ TEL 200 160** ± 53 
TEL 200 98 ± 39 
Na+ -frei+ TPhL 20 1 03** ± 7 
TPhL 20 93 ± 8 
500 130 ± 22 
TET 500 111 ± 15 
Na+ -frei+ TPT 40 126 ± 26 
TPT 40 118 ± 29 
Na+ -frei+ TBT 20 173* ± 50 
TBT 20 130 ± 41 
Zellen, die mit TPhL behandelt wurden, wiesen nur geringe Unterschiede, Zellen, die mit TPT und 




3.3.3.4. Untersuchungen im chiaridfreien Medium 
Den Organametallen wird die Eigenschaft zugeschrieben Chloridionen im Austausch gegen 
Hydroxidanionen durch Membranen zu transportieren. Es sollte daher untersucht werden, ob sich 
diese Eigenschaft der Xenobiotika auch auf die [Ca2+]i der Zellen auswirkt. Für diese 
Untersuchungen wurde ein Medium hergestellt, in dem die Chloridionen durch Glucansäure 
substituiert worden waren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind der Tabelle 7 zu 
entnehmen. 
Tab. 7: Der Effekt der Organametalle auf die [Ca2+]i von HL-60 Zellen im chloridfreien Medium. 
Die Wirkung der Organametalle auf die [Ca2+]i von HL-60 Zellen wurde im chiaridfreien Medium (140 mM Gluconsäure) und in 
Medium mit Cl- (140 mM NaCI) untersucht. Nach 10 min wurde die zytosolische Calciumkonzentration berechnet. Jeweils 3 
parallele Ansätze wurden zu einem Mittelwert zusammengefaßt. Die Behandlung rnit den Organametallen erfolgte parallel im 
selben Versuchsansatz im chiaridfreien bzw. im chloridhaltigen Kontrollmedium. Die Ergebnisse zeigen die Mitielwerte (x) und 
Standardabweichungen (SO) von 2-6 Experimenten. Die Wirkung der Organametalle im chloridhaltigen wurde im Vergleich zum 
chiaridfreien Medium auf Signifikanz getestet. Die signifikanten Werte sind gekennzeichnet: p < 0,01 (*). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration [nM] 
[IJM] x±SD 
Kontrolle Cl--frei 54 
TML 500 138* ± 53 
Cl--frei+ TML 500 53 ± 4 
TEL 200 125* ± 38 
Cl--frei+ TEL 200 63 ± 11 
TPhL 20 150 ± 18 
Cl--frei+ TPhL 20 136 ± 30 
TET 500 143* ± 12 
Cl--frei+ TET 500 107 ± 9 
TPT 40 145* ± 15 
Cl--frei+ TPT 40 110 ± 12 
TBT 20 163* ± 26 
Cl--frei+ TBT 20 120 ± 26 
In chloridfreiem Medium verändert sich die Wirkung der Organametalle am deutlichsten nach der 
Behandlung mit TML und TEL. Der Effekt dieser Substanzen war in chloridfreiem Medium völlig 
aufgehoben (Kontrollen vgl. Tab. 2). Die Wirkung von TBT ging um 40 %, die von TPT um 
39 % und von TET um 41 % zurück. Beim TPhL war ebenfalls eine Abschwächung des Effekts 
festzustellen, die jedoch nicht signifikant war. 
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3.3.3.5. Der Effekt der Organametalle auf den intrazellulären 
pH-Wert 
Im Zytosol und in der Plasmamembran gibt es zahlreiche Proteine bzw. Lipide, um deren 
Bindungsstellen Calcium und Protonen konkurrieren. Eine Veränderung des pH-Werts kann daher 
eine Veränderung der Pufferkapazität für Calcium und damit eine Erhöhung oder Erniedrigung 
der [Ca2+]i nach sich ziehen. Veränderungen der Calciumkonzentration im Zytosol nach einer 
Ansäuerung wurden in der Literatur bereits beschtieben (Naccache et al., 1988; Bums et al., 
1991 ). In diesem Zusammenhang werden pH-sensitive Calciumkanäle diskutiert (Tsunoda, 1993). 
Die Organametalle transportieren Hydroxidionen im Austausch gegen Chloridionen durch 
Membranen und induzieren dadurch eventuell Verändemngen des zytosolischen pH-Wertes. Da 
ein Zusammenhang zwischen pH-Wert und [Ca2+]j besteht, war es von Interesse, den Einfluß der 
Organametalle auf den pH-Wert zu untersuchen, wobei auf die besondere Rolle der Chiaridionen 
das Hauptaugenmerk gelegt werden sollte. Zu diesem Zweck wurde die pH-Wert Messung mit 
dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF im Labor etabliert. In diesen Versuchen wurden nur die 
Konzentrationen der Organametalle verwendet, die eine effektive Erhöhung der zytosolischen 
Calciumkonzentrationen bewirkten. 
Durch die Versuchsreihen wurde der Effekt der Organametalle auf den zytosolischen pH-Wert 
deutlich. Alle untersuchten Verbindungen bewirkten eine Ansäuerung des Zytosols (Abb. 21 ). Der 
pH-Wert sank innerhalb von kurzer Zeit ab und pendelte sich, je nach applizierter 
Metallverbindung, auf ein unterschiedliches Niveau ein. Die stärkste Ansäuerung wurde durch 
Substanzen mit den kürzeren Alkylketten (TML, TEL, TET), die in hohen Konzentrationen 
eingesetzt wurden, hervorgerufen. In den Kontrollversuchen mit den Lösungsmitteln (Ethanol und 
H20) konnte keine Veränderung des pH-Wertes festgestellt werden. 
Wie schon angesprochen, sollen die Organametalle als Ionentransporter wirken können. Diese 
Hypothese sollte in diesem Zusammenhang für HL-60 Zellen überprüft werden. Zu diesem Zweck 
wurden die Zellen im chiaridfreien Medium, das auch schon in den Untersuchungen der Wirkung 
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Abb. 21: Die Veränderung des zytosolischen pH-Wertes nach der Behandlung mit Organometallen. 
Die HL-60 Zellen wurden mit dem pH-Indikator BCECF beladen. Anschließend wurde die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen bestimmt und 
die Zellen mit den Organometallen bzw. ihren Lösungsmitteln (Vehikel) behandelt. Die Fluoreszenzemission wurden zu den angegebenen 
Zeitpunkten nach Anregung mit Licht von 430 und 505 nm Wellenlänge gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve aus dem 
Verhältnis der Emissionen nach Anregung mit den beiden Wellenlängen. Jeweils 3 Replikate wurden zu einem Mittelwert zusammengelaßt 
Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 7-12 Experimenten. Im allgemeinen ist das Signifikanzniveau nach der 
zweiten min p < 0,01 mit Ausnahme des 3 min Wertes im Falle von TET (p < 0,025) und im Fall von TPhL (nach 2 min p < 0,025). 
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Auch in diesem Medium induzierten alle Organametalle mit Ausnahme von TML eine Absenkung 
des intrazellulären pH-Werts. Die Ansäuerung trat aber im Vergleich zum chloridhaltigen Medium 
nicht so schnell ein, da die Veränderungen gegenüber den Kontrollen erst nach einigen Minuten 
statistisch signifikant waren (Abb. 22). Weiterhin ist noch festzustellen, daß in den 
Kontrollversuchen mit den Lösungsmitteln allein keine Auswirkung auf den intrazellulären 
pH-Wertes auftrat. 
Der Vergleich der Wirkung der Organametalle in chloridhaltigem mit der Wirkung in 
chlmidfreiem Medium (Tab. 8) ergibt im Falle von TET und TPT zeitweise einen signifikanten 
Unterschied. Die Ansäuerung, trat wie schon erwähnt, in chlolidfreiem Medium nicht so schnell 
auf, deshalb wmen zunächst signifikante Unterschiede zwischen den Effekten in den 
unterschiedlichen Medien festzustellen. Nach einigen Minuten waren die Effekte der 
Organometalle in den beiden Medien aber nicht mehr zu unterscheiden. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen mit TEL und TML sind deutlich verschieden von denen der anderen 
Organometallen. In chlotidfreiem Medium war die Ansäuerung, die durch TEL bewirkt wurde, 
deutlich veningert und durch die Behandlung mit TML konnte in diesem Medium keine 
Ansäuerung im Zytosol induziert werden. Die Unterschiede zum chlolidhaltigen Medium sind 
signifikant. Der Effekt von TBT und TPhL war in beiden Medien gleich. Im chiaridfreien Medium 
fiel der pH-Wert genauso wie in chlotidhaltigem Medium, die Ansäuerung scheint also bei diesen 
Verbindungen unabhängig von den Chlolidionen zu etfolgen. 
Die Wirkungen der alkylierten Bleiverbindungen in chlmidfeiem Medium unterschieden sich somit 
eindeutig von den untersuchten Zinnverbindungen. Deutliche Unterschiede zwischen den Blei-
und Zinnverbindungen zeigten sich auch in den Untersuchungen zu ihren Effekten auf die 
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Abb. 22: Die Veränderung des zytosolischen pH-Wertes nach der Behandlung mit Organemetallen im chiaridfreien 
Medium. 
Die HL-60 Zellen wurden mit dem pH-Indikator BCECF beladen. Nachdem die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen 
bestimmt worden war, wurden die Zellen mit den Organametallen bzw. ihren Lösungsmitteln (Vehikel) im chiaridfreien Medium 
behandelt. Nach den Messungen wurden 3 Replikate zu einem Mittelwert zusammengelaßt Die Ergebnisse zeigen die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 5 Experimenten. Im allgemeinen ist das Signifikanzniveau ab der 5 min p < 0,05. 
Während durch die Behandlung mit TPT erst nach 9 min ein signifikanter Unterschied festzustellen war, konnte mit TML kein 
Unterschied zur Kontrolle nachgewiesen werden. 
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Tab. 8: Der Vergleich der Effekte von Organemetallen auf den pH-Wert im chloridhaltigen und im 
chiaridfreien Medium. 
Die Wirkung der Organametalle auf den pH-Wert von HL-60 Zellen wurde im chiaridfreien Medium 
(140 mM Gluconsäure) und in Medium mit c1· (NaCI140 mM) untersucht. Differenzierte HL-60 Zellen, 
die mit BCECF beladen waren, wurden mit den Xenobiotika behandelt. Die Fluoreszenz wurde im 
Fluoreszenzspektrometer gemessen und aus den Werten wurde der zytosolische pH-Wert bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 21 + 22 dargestellt. Die organometall-induzierte Veränderung des 
pH-Wertes im chloridhaltigen Medium wurde im Vergleich zur Veränderung im chiaridfreien Medium auf 
Signifikanz getestet. 
Behandlung Zeit [min] 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Substanz [!JM] Signifikanzniveau [p] 
TEL 200 0,05 0,001 0,001 0,001 0,001 0,005 0,005 0,005 0,005 
TML 500 n.s. 0,05 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 
TPI 40 0,05 0,01 0,01 0,01 0,25 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
TET 500 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
n.s. = nicht signifikant 
3.4. Beteiligung des Calciuminfluxes an der organameta11m 
induzierten Arachidonsäurefreisetzung 
Wie in der Einleitung bereits erwähnt, besteht zwischen der zytosolischen Calciumkonzentration 
und der Aktivität der cPLA2 ein direkter Zusammenhang, d.h. die Phospholipase ist ein 
calciumabhängig reguliertes Enzym. Es sollte daher untersucht werden, inwieweit die von den 
Organametallen induzierte Arachidonsäurefreisetzung mit der beobachteten Erhöhung des 
Calciumspiegels im Zytosol in Zusammenhang steht. In diese Versuche wurden nur noch TBT 
und TEL einbezogen. Für die Experimente ist der Calciumkanalblocker Ni2+ geeignet, da sich 
durch die Vorbehandlung mit Ni2+ der Organametalleffekt auf [Ca2+]i deutlich verringern ließ 
(Abb. 15 + 16). Nach der Vorbehandlung der Zellen mit Ni2+ zeigten sich statistisch signifikante 
Veränderungen der Organametalleffekte auf die Arachidonsäurefreisetzung 
(Abb. 15 + 16, Tab. 9). So wurde die von TBT induzierte Arachidonsäurefreisetzung um 74% 
reduziert, die Wirkung von TEL vollständig verhindert. 
Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, ist die durch die Organametalle induzierte Erhöhung der 
zytosolischen Calciumkonzentration von der Anwesenheit von Chiaridionen im 
Inkubationsmedium abhängig. Es war deshalb interessant zu überprüfen, ob sich der geringere 
Anstieg der [Ca2+]i auch auf die Arachidonsäurefreisetzung auswirkt. War kein Chlorid im 
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Inkubationsmedium vorhanden, wurde im Falle von TEL die Arachidonsäurefreisetzung fast völlig 
verhindert, im Falle von TBT verringert sich der Effekt um 44% (Tab. 9). 
Tab. 9: Die Wirkung der Organametalle auf die Arachidonsäurefreisetzung aus Membranlipiden 
von HL-60 Zellen. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden für 24 h mit radioaktiver Arachidonsäure markiert. Die Lipide der 
markierten Zellen wurden nach 30 min Behandlung mit TEL und TBT bzw. 10 min Ca2+ -lonophor 
(1 0 iJM A23187) extrahiert. Die Zellen waren in normalem Medium, oder in Medium ohne Chiaridionen 
bzw. mit oder ohne Vorinkubation (2 min) mit Nickel (10 mM Ni2+) behandelt worden. Die extrahierten 
zellulären Lipide wurden mittels Dünnschichtchromatographie aufgetrennt. Die radioaktiven Banden 
wurden nach ihrer Lokalisation ausgeschnitten und die Radioaktivität wurde im 
Flüssigkeitsszintillationszähler bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte CX) und die 
Standardabweichungen (SD) aus 4- 11 Experimenten. Die Effekte der Organametalle auf die unter 
normalen Bedingungen inkubierten Zellen, wurden im Vergleich zu den Effekten auf Zellen im 
chiaridfreien Medium bzw. nach Vorbehandlung mit Ni2+ auf Signifikanz getestet. Die signifikanten 
Werte sind gekennzeichnet: p < 0,001 (*). 
Behandlung Arachidonsäure 
Substanz Konzentration [%] 
[~M] x ±SD 
Kontrolle 0,30 ± 0,08 
Ni2+ Kontrolle 0,38 ± 0,15 
Cl--frei Kontrolle 0,52 ± 0,25 
Ca2+ -lonophor 10 21,50 ± 2,25 
Cl--frei+Ca2+ -lonophor 10 12,10 ± 1,90 
TBT 10 18,50 ± 4,00 
Cl--frei+ TBT 10 10,94* ± 3,70 
Ni2++TBT 10 4,86* ± 2,29 
TEL 100 4,80 ± 0,48 
Cl--frei+ TEL 100 0,84* ± 0,50 
Ni2++TEL 100 0,37* ± 0,14 
Zusätzlich wurden Versuche mit Ca2+-Ionophor als Kontrollstimulus durchgefuhrt, um zu 
überprüfen, ob die fehlenden Chloridionen einen Effekt auf die Aktivierung der cPLA2 und damit 
auf die Arachidonsäurefreisetzung haben. Es zeigte sich, daß die cPLA2 unter diesen 
Bedingungen nicht mehr so gut aktivierbar war. 
Es ist noch anzumerken, daß die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen keinen Einfluß auf die 
Bildung von freier Arachidonsäure hatten. 
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3.5. Untersuchungen zur Sekretion zellulärer Faktoren 
mit stimulierender Funktion 
Wenn HL-60 Zellen mit ausreichenden Mengen von Zinn- und Bleiverbindungen behandelt 
werden tritt immer freie Arachi donsäure auf (Krug & Culig, 1991; Ade et al., 1996 ). Am 
stärksten wirken die untersuchten Organozinnverbindungen, denen die Organableiverbindungen 
deutlich nachstehen (Tab. 9). Da Arachidonsäure in HL-60 Zellen einen Calciumeinstrom ins 
Zytosol induziert (Abb. 11 ), sollte geprüft werden, ob die Arachidonsäure selbst oder deren 
Metabolite, die entstehen, wenn die Zellen mit Organametallen behandelt werden, auch auf 
unbehandelte Zellen stimulierend wirken. Denn neutrophile Granulozyten kommunizieren über 
Produkte aus der Arachidonsäurekaskade mit anderen Zellen, wie z.B. Makrophagen, Ma~tzellen 
und Thrombozyten. Die Metabolite der Arachidonsäure spielen eine wichtige Rolle bei 
Entzündungsreaktionen, bei Allergien und Pseudoallergien, aber auch bei Schmerzphänomenen, 
wie der Migräne. Zusätzlich könnten die Organametalle aber auch zur Freisetzung von anderen 
Hormonen oder Mediatoren führen, die normalerweise für die interzelluläre Kommunikation 
wichtig sind. Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, reagierten die HL-60 Zellen auf die Zugabe von 
Überständen die von Zellen gewonnen wurden die nur sehr kurz (I - 5 min) mit TBT ( l 0 IJM) 
behandelt worden waren mit einer schwachen transienten Erhöhung des zytosolischen 
Calciumspiegels. Die Überstände von Zellen, die für I 0, 20 und 30 min mit TBT ( l 0 IJM) 
inkubiert worden waren, induziet1en in den unbehandelten Zellen eine deutliche, transiente 
Calciumerhöhung. Die Wirksamkeit der Überstände die [Ca2+]j zu erhöhen, stieg mit 
zunehmender Inkubationzeit der Zellen mit TBT immer weiter an. Es scheinen unterschiedliche 
Mengen von stimulierenden Substanzen gebildet zu werden. 
In allen Ansätzen, mit Ausnahme der unbehandelten Kontrollen, folgte auf die transiente eine 
persistente Erhöhung der Calciumkonzentration, die genau der von TBT (I 0 IJM) induzierten 
Kinetik entsprach. Sie ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, daß in den Überständen noch 
TBT vorhanden war (siehe Kapitel 2.3.). Mit den Überständen von Zellen, die mit TEL behandelt 
worden waren, konnten keine von den Kontrollen abweichenden Effekte erzielt werden 
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Abb. 23: Die Wirkung von löslichen Faktoren die von HL-60 Zellen nach TBT Behandlung 
abgegeben wurden; auf den Calciumhaushalt von unbehandelten HL-60 Granulozyten. 
Die HL-60 Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Nachdem die Fluoreszenz der 
unbehandelten Zellen bestimmt worden war, wurden die Zellen mit TBT (1 0 IJM) oder mit den 
Überständen (ÜS) von anderen TBT behandelten HL-60 Zellen inkubiert. Die Überstände wurden von 
unbehandelten, bzw. von Zellen, die unterschiedlich lange mit TBT (1 0 IJM) behandelt worden waren 
gewonnen. ln den dargestellten Kurven wurden jeweils 3 Replikate zu einem Mittelwert zusammengefaßt. 
Die Ergebnisse stehen stellvertretend für 5 Experimente. 
3.6. Untersuchungen mit niedrigen Konzentrationen 
der Organametalle 
Die bisher dargestellten Untersuchungen wurden mit akut zytotoxischen Konzentrationen der 
Organametalle durchgeführt. Durch die Belastung der Umwelt ist es aber gerade in der heutigen 
Zeit auch wichtig, die Wirkung von niedrigen Schadstoffkonzentrationen, die über längere Zeit 
einwirken werden, aufzuklären. Unter diesen Umständen könnten die Xenobiotika zu 
subklinischen Veränderungen führen, die zunächst nicht bemerkt und später, aufgrund des 
unbekannten Wirkungsmechanismus der Xenobiotika nicht mehr zugeordnet werden können. 
Daher ist es notwendig, Untersuchungen mit umweltrelevanten Konzentrationen durchzuführen, 
die eventuell zu chronischen Vergiftungserscheinungen führen. Es gibt einige Hinweise dafür, daß 
die Organametalle in nahezu umweltrelevanten Konzentrationen Veränderungen auf zellulärer 
Ebene hervorrufen. Es wurde beschrieben, daß sich nach 60 minütiger Inkubation mit 10 ~JM TEL 
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die c-jun mRNA erhöht (Käfer, 1994 ). Weiterhin wurde das Aktingerüst von Zellen nach 18 
stündiger Inkubation der Zellen mit 1 ~-tM TEL sichtbar zerstört (Krug et al., 1993 ). Die 
Apoptose wurde in HL-60 Zellen nach 2-3 stündiger Inkubation mit TBT (0,5 ~-tM), bzw. TEL 
(1 ~-tM) anhand einer charakteristischen "DNA Leiter", detektiert (Zaucke et al., 1995). Bei allen 
genannten Veränderungen wird Calcium als regulatolisches Ion diskutiert. Es sollte deshalb 
untersucht werden, ob die Organometalle auch in diesen Konzentrationen die [Ca2+Ji erhöhen und 
dadurch die genannten Veränderungen zusammen mit anderen Faktoren auslösen können. 
Tab. 10: Die Wirkung der Organemetalle auf die [Ca2+]1 von HL-60 Zellen. 
Differenzierte HL-60 Zellen wurden für 1, 4, oder 24 h mit TBT oder TEL behandelt. Vor Ablauf der 
angegebenen Inkubationszeit wurden die Zellen in Medium, dem die Organametalle in der 
entsprechenden Konzentration zugesetzt worden waren, mit Fluo-3 beladen. Anschließend wurde die 
zytosolische Calciumkonzentration der Zellen im Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Angegeben sind 
die Mittelwerte (x) und die Standardabweichungen (SD) von 2 - 3 Experimenten. Die signifikanten 
Werte sind gekennzeichnet: p < 0,01 (*). 
Behandlung [Ca2+]i 
Substanz Konzentration Zeit [nM] 
[~M] h X±SD 
Kontrolle 1 50± 1,7 
Kontrolle 4 53± 2,2 
Kontrolle 24 52 
TBT 1 1 107*± 17 
TBT 1 4 277*± 66 
TBT 0,1 24 50 
TEL 10 1 343*± 82 
TEL 1 24 50 
Wie der Tabelle 10 zu entnehmen ist, erhöhte sich die zytosolische Calciumkonzentration von 
HL-60 Zellen nach einstündiger Behandlung mit TEL ( 10 ~-tM) sehr stark und nach Behandlung 
mit TBT 0~-tM) stieg sie um ca. 100 %. Eine längere Inkubationszeit (4h) bewirkte bei gleicher 
Konzentration eine Verstärkung des Effekts von TBT. Nach Reduktion der Dosis (TBT 0,1 ~-tM. 
TEL 1 ~-tM) war auch nach 24 h keine Veränderung der [Ca2+]i detektierbar. Die Zellen 
reagierten in diesen Versuchen, auf eine an die Organometallbehandlung folgende Stimulierung 
mit tMLP, wie die unbehandelten Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt). 
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3.7. Organametalle und der Calciumhaushalt von 
neuronalen Zellen in Kultur 
Neben den immunatoxischen Wirkungen der Organametalle ist ihre neurotoxische Wirkung von 
besonderem Interesse. In der Literatur wurden mehrere calciumabhängige Schädigungen von 
Nervenzellen bescluieben. Die Behandlung von kultivietten Nervenzellen mit Bleiverbindungen, 
fühtte zu Störungen im Neuritenwachstum (Audesirk et al., 1989) und zur Bildung von 
reaktiven Sauerstoffradikalen im Hippocampus (LeBel et al., 1990). Die Organametalle 
induzieren die Freisetzung von exzitatorischen Aminosäuren (Glutamat und Aspartat), die durch 
persistente Erregung den massenhaften Tod von Nervenzellen verursachen (Vos et al., 1989). 
Diese Aminosäuren induzieren wie die Organametalle eine anhaltende Erhöhung 
Abb. 24: Die Wirkung von Bradykinin auf die zytosolische Calciumkonzentration von 
differenzierten NG1 08-15 Zellen. 
Die NG-Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen und durch ein Objektiv (40/0,65) 
zunächst die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen aufgenommen (a). Anschließend wurde mit 
Bradykinin (i 0 tJM) stimuliert und in Intervallen von 7,5 s die Fluoreszenz der Zellen bestimmt. 
Dargestellt sind die Fluoreszenzwerte nach 7,5 s (b), 15 s (c), 22,5 s (d) und nach 45 s (e). Die von der 
Kamera aufgezeichnete Fluoreszenz wurde mittels Bildanalyse zunächst in Graustufen und dann in 
Farben konvertiert. Die Falschfarbenbilder wurden einem Durchlichtbild überlagert, das die Zellen in 
ca. 250facher Vergrößerung zeigt. Die Ergebnisse stehen stellvertretend für 5 Experimente. 
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der zytosolischen freien Calciumkonzentration, die leztendlich zum Absterben der Zellen führt 
(lrvin et al., 1994; Takahashi et al., 1994 ). Aus methodischen Gründen wurden die 
Untersuchungen zur Wirkung der Zinn- und Bleiverbindungen auf den Calciumhaushalt der 
NG 108-15 Zellinie mittels Videoanalysen durchgeführt. Die Videoanalyse ermöglicht neben 
Abb. 25: Die Wirkung des plättchenaktivierenden Faktors (PAF) auf die zytosolische 
Calciumkonzentration von differenzierten NG108-15 Zellen. 
Vor der Stimulierung der NG-Zellen mit PAF (1 1-JM} wurde die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen 
bestimmt (a). Anschließend wurde nach 7,5 s (b), 15 s (c), 22,5 s (d) 30 s (e) und nach 37,5 s (f) die 
Fluoreszenz in den Zellen aufgezeichnet. Die Ergebnisse stehen stellvertretend für 3 Experimente. 
Detaillierte Angaben finden sich in Abbildung 24. 
der zeitlichen auch eine räumliche Auflösung des Fluoreszenzsignals. Da die NO-Zellen auf die 
Stimulierung mit bestimmten Hormonen mit Calciumwellen bzw. Calciumoszillationen 
antworten, sollte untersucht werden, ob auch die Organametalle solche Signalmuster generieren. 
Um die Methode zu etablieren, wurden die Reaktionen der NO-Zellen auf bestimmte Hormone 
aufgezeichnet. Wie aus den Abbildungen 24 + 25 hervorgeht, ließen sich die Zellen z.B. mit 
Bradykinin (1 0 11M) und dem plättchenaktivierenden Faktor (P AF, 1 11M) stimulieren, wobei 
von Bradykinin in niedrigeren Konzentrationen ( 1 11M) Calciumoszillationen induziert wurden 
(Videodokumentation). Wie schon in den Versuchen mit den HL-60 Zellen beobachtet werden 
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konnte, reagierten die Zellen sofort nach der Zugabe der Stimulanzien mit einer transienten 
Erhöhung der [Ca2+]i. Auch der Neurotransmitter Acetylcholin induzierte Calciumströme und 
zwar durch Depolarisation der Plasmamembran. Eine Depolarisation der Membran ließ sich auch 
mittels Zugabe von KCl (50 mM) auslösen. Die dadurch erzeugten starken Calciumströme 
ent.;;tanden durch die Öffnung von spannungsabhängigen Calciumkanälen 
(Videodokumentation). Die Videoanalysen eigenen sich demnach zur Untersuchung der 
neurotoxischen Wirkungsmechanismen der Organometalle. 
3.7.1. Effekte von Organemetallen auf die zytosolische 
Calciumkonzentration von NG1 08 15 Zellen 
Wie aus den Abbildungen 26 + 27 hervorgeht, induzierten TEL und TBT eine persistente 
Erhöhung der [Ca2+]j von neuronalen Zellen. Im Gegensatz zu den Organametallen bewirkten die 
Rezeptoragonisten (Bradykinin, PAF) Calciumströme, die durch einen schnellen und transienten 
Anstieg der Calciumkonzentration im Zytosol charaktedsiert sind. Somit entspricht die Kinetik 
des organometall-induzietten Calciumeinstroms ins Zytosol in etwa der, die auch in den HL-60 
Zellen nachgewiesen wurde. Durch die ürganometalle ausgelöste Calciumoszillationen konnten 
im technisch möglichen zeitlichen Auflösungsbereich (0,5 s) nicht nachgewiesen werden. 
In den hier beschriebenen Versuchen wurde mit einer Mikrokapillare gearbeitet, aus der die 
Xenobiotika in der angegebenen Endkonzentration durch einen anstehenden konstanten Druck 
von 2-3 hPa austraten. Keine der Zellen wurde daher einer höheren Konzentrationen exponiett, 
wie es z.B. mit der Applikation einer konzentrierten Stammlösung zu einer Zellsuspension der Fall 
sein kann. Die Mikrokapillare wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators an der gewünschten Stelle 
positioniett. Durch die Anordnung der Geräte etfolgte dies von rechts, wodurch die applizierten 
Lösungen von rechts nach links über die Zellen su·ömten. Diegenaue Betrachtung der Aufnahmen 
(Abb. 26 + 27) zeigt, daß die Zellen auf der rechten Seite früher und im untersuchten Zeitraum 
auch stärker auf die Organometalle reagierten. Zellen, die sich in größerer Enfemung von der 
Mikrokapillare befanden, waren durch den Verdünnungseffekt nur geringen Konzent1'ationen 
ausgesetzt. Die Volumina, die im Untersuchungszeit1'aum appliziert wurden, bet1'Ugen nur 1-4 jll, 
während sich die Zellen 1n 2 ml Kultmmedium befanden. 
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Abb. 26: Die Wirkung von TEL (200 !JM) auf die zytosolische Calciumkonzentration von 
differenzierten NG1 08-15 Zellen. 
Die NG-Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Nachdem die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen bestimmt 
worden war (a), wurde TEL (200 ~M) mit einer Mikrokapillare appliziert. Die Fluoreszenz wurde nach 2 min (b) und im Anschluß 
daran in Intervallen von 1 min von der ersten min bis zur zehnten Minute (c-k) bestimmt. Danach wurde die Mikrokapillare 
entfernt, dem Inkubationsmedium Mn2+ (10 mM) zugegeben und die Fluoreszenz nach 30 s (I) und60s (m) aufgezeichnet. Die 
Ergebnisse sind repräsentativ für 10 Experimente. Detaillierte Angaben finden sich in Abbildung 24. 
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Abb. 27: Die Wirkung von TBT (20 iJM) auf die zytosolische Calciumkonzentration von 
differenzierten NG1 08-15 Zellen. 
Die Fluoreszenz der unbehandelten NG-Zellen wurden bestimmt nachdem die Zellen mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen 
worden waren (a). Dann wurde TBT (20 ~M) mit einer Mikrokapillare appliziert. Die Fluoreszenz wurde in Intervallen von 1 min 
von der ersten bis zur zehnten Minute bestimmt (b·k). Danach wurde die Mikrokapillare entfernt, dem Inkubationsmedium 
Mn2+ (10 mM) zugesetzt und die Fluoreszenz nach 30 s (I) und60s (m) aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 
8 Experimente. Detaillierte Angaben finden sich in Abbildung 24. 
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Um ausschließen zu können, daß die Zellen durch die Perlfusion stimuliert werden, wurden 
Kontrollexperimente durchgeführt. In diesen Experimenten, in denen Zellen mit Kultmmedium 
aus der Mikrokapillare überströmt wurden, konnte kein Effekt auf die [Ca2+]i nachgewiesen 
werden. (Daten nicht gezeigt). 
3.7.2. Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus 
Organametalle in NG1 08-15 Zellen 
der 
3.7.2.1. Untersuchungen zur Beteiligung des extrazellulären 
Calciums am Organametalleffekt 
Wie schon für die HL-60 Zellen gezeigt werden konnte, spielt das extrazelluläre Calcium auch in 
den NG 108-15 Zellen eine wichtige Rolle für den Effekt der Organometalle auf die [Ca2+Ji· Im 
calciumfreien Medium konnten die Organometalle keine Erhöhung des Calciumspiegels induzieren 
(Abb. 28 + 29). Wurde dem Medium jedoch nach der I 0 minütigen Organometallbehandlung mit 
den Xenobiotika Calcium zugesetzt (6 mM CaC12), stieg die Calciumkonzentration in den Zellen 
sofort rapide an. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daß die Organometalle Calciumint1uxwege 
aktivieren. Die Zellen, die weiter von der Kapillare entfernt waren, reagierten nach der Zugabe 
von CaC12 mit einem deutlich schwächeren Anstieg der [Ca2+]i (Abb. 28 g; 29 d). Dieser Effekt 
ist wahrscheinlich dadurch zu erklären, daß die geringeren Organometallkonzentrationen in weiter 
entfemten Zellen zur Öffnung von weniger Calciumkanälen führen. Diese Beobachtung bestätigte 
sich auch nach dem Verschieben des Objekttisches in Zellen, die aufgrund der noch größeren 
Entfernung von der Mikrokapillare noch niedrigeren Konzentrationen der Verbindungen exponiert 
waren (Abb. 29 e). 
Allerdings kann in einem EGTA haltigen Medium auch die Entleerung der intrazellulären 
Speicher, entsprechend dem kapazitativen Modell, die Öffnung von Calciumkanälen bewirken. 
Dies zeigen die Experimente mit Zellen, die für 10 min in calciumfreiem Medium inkubiert waren 
und auf die Zugabe von Calcium ebenfalls mit einer Erhöhung der [Ca2+]i reagierten (Abb. 30). 
Dieses Experiment diente auch als Kontrolle um den Effekt des EGTA-Mediums zu überprüfen. 
Es zeigt, daß sich vor der Zugabe von Calcium die [Ca2+]j nicht verändert. Mit Thapsigargin 
konnte nach Entleerung der intrazellulären Speicher die Öffnung von Calciumkanälen in der 
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Plasmamembran ebenfalls demonstriert werden, denn durch die Zugabe von Calcium zum 
calciumfreien Inkubationsmedium kommt es zu einem Calciuminflux ins Zytosol (Abb. 31). Der 
entscheidende Unterschied zu den organometall-behandelten Zellen ist aber, daß alle Zellen 
unabhängig von ihrer Position gleichmäßig auf die Zugabe von Calcium reagierten 
(Abb. 30 + 31). 
Abb. 28: Die Wirkung von TEL (200 !JM) auf die zytosolische Calciumkonzentration von 
differenzierten NG108-15 Zellen in calciumfreiem Medium. 
Nachdem die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen in calciumfreiem Medium (EGTA 3 mM) bestimmt worden war (a), wurde 
TEL {200 ~M) mit einer Mikrokapillare appliziert. Die Fluoreszenz wurde in Intervallen von 1 min bestimmt. Dargestellt sind die 
Ergebnisse nach 2 (b), 4 (c), 6 (d), 8{ e) und 10 min (f). Danach wurde die Mikrokapillare entfernt, dem Inkubationsmedium 
Ca2+ {6 mM) zugegeben und die Fluoreszenz nach 30 s (g) aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 5 
Experimente. Detaillierte Angaben finden sich in Abbildung 24. 
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Eine Depolarisation des Membranpotentials, als auslösender Faktor für den Calciuminflux durch 
die Zugabe von CaCl2 (6 mM) ist unwahrscheinlich, da die Zugabe von CaCI2 zu Zellen, die im 
calciumhaltigen Medium inkubiert waren, keine Veränderung der [Ca2+]i induzieren konnte 
(Daten nicht gezeigt). 
Abb. 29: Die Wirkung von TBT (20 !JM) auf die zytosolische Calciumkonzentration von 
differenzierten NG108~15 Zellen in calciumfreiem Medium. 
Die NG-Zellen wurden mit dem Calciumindikator Fluo-3 beladen. Nachdem die Fluoreszenz der 
unbehandelten Zellen in calciumfreiem Medium (EGTA 3 mM) bestimmt worden war (a), wurde TBT 
(20 1-JM) aus einer Mikrokapillare appliziert und die Fluoreszenz in Intervallen von einer Minute bestimmt. 
Dargestellt sind die Ergebnisse nach 5 (b) und 10 min (c). Dem Inkubationsmedium wurde anschließend 
Ca2+ (6 mM) zugesetzt und die Fluoreszenz nach 30 s aufgezeichnet (d). Sofort danach wurde die 
Fluoreszenz von weit entfernt liegenden Zellen gemessen. Diese Zellen waren aufgrund ihres Abstandes 
von der Mikrokapillare nur sehr geringen Konzentrationen von TBT exponiert (e). Die Ergebnisse sind 
representativ für 5 Experimente. Details finden sich in der Legende von Abbildung 24. 
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Abb. 30: Die Wirkung von Ca2+ auf Zellen nach der Inkubation in calciumfreiem Medium. 
Zunächst wurde die Fluoreszenz der Zellen in calciumfreiem Medium (EGTA 3 mM) bestimmt, während 
calciumfreies Medium mit einer Mikrokapillare appliziert wurde. Die Fluoreszenz wurde in Intervallen von 
einer Minute aufgezeichnet. Dargestellt sind die Ergebnisse nach 2 (b), 4 (c), 6 (d), 8 (e) und 10 min (f). 
Danach wurde die Mikrokapillare entfernt und die Fluoreszenz bestimmt, nachdem dem 
Inkubationsmedium Ca2+ (6 mM) zugesetzt worden war. Dargestellt ist die Fluoreszenz nach 30 s (g). 
Die Ergebnisse sind representativ für 5 Experimente. Details finden sich in der Legende von 
Abbildung 24. 
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Abb. 31: Die Wirkung von Thapsigargin (1 00 nM) auf die [Ca2+]1 von differenzierten NG1 08-15 
Zellen in calciumfreiem Medium. 
Die Fluoreszenz der unbehandelten Zellen in calciumfreiem Medium (EGT A 3 mM) wurde bestimmt(a) 
und anschließend wurde Thapsigargin aus einer Pipette appliziert. Die Fluoreszenz wurde in Intervallen 
von einer Minute bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse nach 2 (b), 3 (c), 4 (d), 5 (e), 6 (f), 8 (g) und 
10 min (h). Danach wurde die Mikrokapillare entfernt und die Fluoreszenz wurde 30 s (i) nachdem 
Ca2+ (6 mM) zugesetzt worden war aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind representativ für 5 Experimente. 
Details finden sich in der Legende von Abbildung 24. 
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3.7.2.2. Effekte der Organornatalle auf die Calciumkanäle 
neuronaler Zellen 
Mit Hilfe von Mangan und dem Calciumkanalblocker Verapamil untersucht werden, ob der 
Calciumeinstrom ins Zytosol wie vermutet durch Calciumkanäle erfolgt. Die NG 108-15 Zellen 
besitzen wie Nervenzellen unterschiedliche Calciumkanäle. Die spannungsabhängigen Kanäle 
(HV A, high voltage activated), die nach phrumakologischen Gesichtspunkten in L-, N-, Q-, und 
P-Typ eingeteilt werden, können durch Ni2+ und Mn2+ blockiert werden (Kasai & Ne her, 1991). 
Im Gegensatz zu den Calciumkanälen von HL-60 Zellen die für Mn2+ durchlässig sind kann Mn2+ 
also durch spannungsabhängige Kanäle nicht in die NG 108-15 Zellen einströmen. Es wurde aber 
beschtieben, daß nach der Stimulierung der NG 108-15 mit Bradykinin, ein Kanal in der 
Plasmamembran geöffnet wird, der für Ca2+ und für Mn2+ durchlässig ist (Ogura et al., 1990). 
Die beobachtete Wirkung von Mn2+ (Abb. 26 l, m u. 27 m) ist somit entweder auf die Blockade 
von Calciumkanälen und/oder auf den Einstom von Mn2+ ins Zytosol zurückzuführen, da Mn2+, 
wenn es in die Zellen gelangt die Fluoreszenz von Fluo-3 löscht. Eine eindeutige Identifizierung 
der Kanäle, durch die Calcium ins Zytosol strömt, ist daher auf der Basis dieser Versuche nicht 
möglich. Die Expelimente zeigen aber, daß Calciumkanäle im Zusammenhang mit der Erhöhung 
der [Ca2+]i durch die Organometalle eine wichtige Rolle spielen. 
Abb. 32: Die Wirkung von TBT auf die [Ca2+]1 von differenzierten NG108-15 Zellen nach 
Vorinkubation mit Verapamil. 
Die Fluoreszenz der NG-Zellen wurde nach Vorinkubation mit Verapamil (100 ~M, 3 min) bestimmt (a). Anschließend wurden 
die NG-Zellen mit TBT (20 ~M) behandelt und die Fluoreszenz in Intervallen von einer Minute gemessen. Dargestellt ist die 
Fluoreszenz der Zellen nach 10 min (b). Danach wurde dem Inkubationsmedium Ca2+-lonophor (10 ~M) zugesetzt. und die 
Fluoreszenz der Zellen nach 15 s (c) aufgezeichnet. Die dargestellten Ergebnisse sind representativ für 5 Experimente. Details 
finden sich in der Legende von Abbildung 24. 
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Deshalb wurden zusätzlich Versuche mit Verapamil durchgeführt. Mit diesen Versuchen konnte 
gezeigt werden, daß die Organometalle bestimmte spannungsabhängige Calciumkanäle öffnen 
(Abb. 32 a + b). Verapamil hemmt vor allem Calciumströme durch Kanäle des L-Typs. Durch die 
anschließende Behandlung der NG108-15 Zellen mit ca2+-Jonophor konnte gezeigt werden, daß 
die Zellen stimulierbar sind (Abb. 32 c). 
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4. DISKUSSION 
Wenn Xenobiotika über die Lunge, die Haut oder mit der Diät in den Körper gelangen, können 
sie, nachdem sie die Schranke der Epithelien überwunden haben, in die extrazelluläre Flüssigkeit 
übertreten und damit in den Blut- und Lymphstrom eintreten. Dort treffen sie auf Blutzellen, oder 
sie breiten sich mit dem Blutplasma im Körper aus und erreichen ihre Zielorgane wie z.B. das 
ZNS und die Leber. Die Xenobiotika gelangen somit zu vielen verschiedenen Zellen und 
insbesondere die Plasmamembran mit ihren vielfältigen und hochspezifi<;chen Strukturen, die für 
die Kommunikation der Zellen mit dem Organismus von Bedeutung sind, werden zuerst von den 
Fremdstoffen eneicht. 
In den letzten Jahrzehnten wurde klar, daß die Aktivierung von vielen Zentypen mit der Erhöhung 
der zytosolischen freien Calciumkonzentration ([Ca2+Ji), die an der Plasmamembran initiiert wird, 
einhergeht. Neben den spannungsabhängigen Calciumströmen der etregbaren Zellen gibt es in fast 
allen Zellen die rezeptor-gekoppelte Calciummobilisierung. Viele Hormone binden an Rezeptoren 
der Zytoplasmamembran und induzieren dadurch eine transiente Erhöhung der [Ca2+]i, die 
unterschiedlichste Prozesse regulieren kann. Beispiele sind die Muskelkontraktion, die Sekretion 
von neurokrinen, exoktinen, endokrinen und parakrinen Produkten, die Aktivierung ·von 
Blutzellen, die Glykogenolyse, die Glukoneogenense, das Zellwachstum, die Zellteilung und die 
Differenzierung. 
Die Veränderung der [Ca2+]i durch Organametalle kann sich also auf viele Prozesse auswirken, 
die in der Zelle strikt geregelt ablaufen müssen. Die in Tierversuchen beobachtete neuro- und 
immunatoxische Wirkung, der in dieser Arbeit untersuchten Organometalle, könnte mit einer 
Veränderung der [Ca2+Ji in Zusammenhang stehen. Die Rolle der [Ca2+Ji beim Zelltod nach der 
Behandlung mit Xenobiotika wurde schon ausführlich diskutiert (Boobis et al., 1989; Orrenius 
et al., 1989; Corcoran & Ray, 1992). Als Beispiele seien an dieser Stelle die Aktivierung von 
calciumabhängigen Proteasen, Endonucleasen und Phospholipasen genannt. 
Neben diesem fundietien theoretischen Ansatz sprachen auch expetimentelle Befunde für die 
Untersuchung der Wirkung der Organametalle auf die [Ca2+h von Zellen. Es wurde gezeigt, daß 
ttialkylietie Zinn- und Bleiverbindungen die cPLA2 aktivieren (Käfer et al., 1992; 
Ade et al., 1995). Bei weiteren Untersuchungen wurden calcium-antagonistische Pharmaka 
86 Diskussion 
eingesetzt, die den Zusammenhang zwischen der Aktivierung der cPLA2 und der Erhöhung der 
zytosolischen Calciumkonzentration immer deutlicher werden ließen. Eindrucksvoll war diese 
Beziehung in Experimenten mit dem Calciumchelator EGTA, der die Arachidonsäurefreisetzung 
durch die Behandlung mit Organometallen effektiv hemmen konnte nachzuweisen (Käfer & Krug, 
1994 ). Bei HL-60 Zellen ist die Mobilisierung von Calcium aus intrazellulären Speichern oder ein 
Calciumeinstrom aus dem extrazellulären Raum unbedingt etforderlich, um die cPLA2 vollständig 
zu aktivieren (Xing & Mattera, 1992). Zusätzlich wird die Aktivierung durch eine 
Phosphorylierung des Enzym verstärkt (Lin et al., 1993; Dennis, 1994 ). Diese Daten führten zu 
der Arbeitshypothese, daß die Aktivierung der cPLA2 nicht direkt durch die Organometalle 
erfolgt, sondern durch einen Calciumeinstrom ins Zytosol induziert wird. 
Die Organometalle bewirken auch Veränderungen des Zytoskeletts von HL-60 Granulozyten 
bzw. Neutrophilen (Marinovich et al., 1990; Käfer et al., 1992) und NRK-Zellen (Käfer, 1994), 
die ebenfalls auf Veränderungen der [Ca2+Ji zurückzuführen sein könnten, da die Aktin- und 
Tubulinpolymerisation stark von der Calciumkonzentration abhängig ist. 
Die Organometalle wurden in dieser Arbeit in akut toxischen Konzentrationen eingesetzt, die 
durch Vitalitätstests bestimmt wurden und die im Untersuchungszeitraum zu keinem 
Vitalitätsverlust führten, aber effizient eine Arachidonsäurefreisetzung auslösten (Käfer et al., 
1992; Krug 1992; Zaucke, 1993 ). Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Arbeitshypothese zu 
bestätigen, daß die Aktivierung der cPLA2 nicht direkt durch die Organometalle erfolgt, sondern 
auf die Erhöhung der [Ca2+Ji zurückzuführen ist. Deshalb wurden die Untersuchungen zur 
Calciumhomöostase zunächst mit den Konzentrationen durchgeführt, die auch die 
Arachidonsäurefreisetzung bewirkten. Von allen Substanzen wurden noch weitere 
Konzentrationen getestet, da bestimmt werden sollte, welche Konzentration gerade noch einen 
Effekt hervo11'uft. Die Konzentrationsbereiche, die bearbeitet wurden, lagen je nach Substanz 
zwischen dem 1-12 fachen der LC50 nach 2 stündiger Inkubationszeit mit den Organometallen. 
Zusätzlich wurden die Wirkungen von einigen Substanzen in umweltrelevanten Konzentrationen 
untersucht, um mögliche chronische Effekte der Organometalle aufzuzeigen. 
Diskussion 87 
Die Veränderung der zytosolischen freien Calciumkonzentration durch Organometalle 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß trialkylierte und triarylierte Blei- und 
Zinnverbindungen zu einer persistenten Erhöhung der zytosolischen freien Calciumkonzentration 
von HL-60 Zellen führen (Abb. 7 + 8, Tab. 2 + 3). Eine Ausnahme stellten DBT und TMT dar, 
die selbst in millimolaren Konzentrationen nur einen schwachen bzw. keinen Effekt auf die [Ca2+]j 
hatten. Diese beiden Verbindungen, wie auch TBTO wurden in die mechanistischen Studien nicht 
einbezogen. 
Auch andere Arbeitsgruppen haben an so unterschiedlichen Zellen, wie Hepatozyten (Cruini et al., 
1994), Thymozyten (Aw et al., 1990; Chow et al., 1992; Oyama et al., 1994) und neuronalen 
Zellen (Oyama et al., 1993; Sara±1an, 1993) die Erhöhung der [Ca2+]i nachgewiesen, nachdem die 
Zellen der Zinnverbindung TBT exponiert worden waren. Im Fall der Bleiverbindungen konnte in 
Hepatozyten (Albano et al., 1994) und bei Synaptosomen (Komulainen & Bondy, 1987) eine 
persistente Erhöhung der [Ca2+Ji nachgewiesen werden. 
Der in den HL-60 Zellen beobachtete Effekt war von der eingesetzten Konzentration und der 
Struktur der untersuchten Verbindung abhängig. Mit zunehmender Länge der Alkylkette stieg die 
Potenz der Verbindungen die [Ca2+]i zu erhöhen. Für die Toxizität der Verbindungen gilt eine 
ähnliche Beziehung zwischen Struktur und Wirkung, allerdings konnte durch die Einbeziehung 
weiterer Verbindungen nachgewiesen werden, daß mit dem Überschreiten einer optimal 
wirksamen Alkylkettenlänge die Toxizität bei einer weiteren Verlängemng der Seitenketten 
wieder abnimmt. Mit pru·abolischen QSAR Modellen konnte dies eindmcksvoll nachgewiesen 
werden, wobei als molekulare Parameter das ionische Molekulargewicht oder die Oberfläche 
gegen die LC50 (log jlM) aufgetragen wurde (Ade et al., 1996). Dies ist auf die amphipatische 
Natur der Organametalle zurückzuführen. Die hydrophoben Alkylseitenketten begünstigen die 
unspezifischen Wechselwirkungen mit den Lipiden der Plasmamembran, die zur An- und 
Einlagerung oder zur Aufnahme der Xenobiotika führen können. Diese These belegen 
Untersuchungen der Ultrastuktur von Membranen, in denen nach der Behandlung mit TJibutylzinn 
Aggregate der Verbindung nachgewiesen wurden (Porvaznik et al., 1986; Gray et al., 1987). Der 
polare Teil des Moleküls, das zentrale Metallatom, vermittelt wahrscheinlich die spezifischen 
Wechselwirkungen mit Enzymen oder lonenkanälen. In diesem Zusammenhang wird diskutiert, 
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daß Thiolgruppen mit den Zentralatomen der Verbindungen reagieren können (Zimmermann 
etal., 1988; Chow & Orrenius, 1994). Zusätzlich ist die dreidimensionale Struktur der 
Organametalle wichtig für hochspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen, denn die 
Organametalle binden nur an bestimmte Proteine mit hoher Affinität. So konnte bei verschiedenen 
getesteten Spezies nur für Katzen- und Rattenhämoglobin hohe Bindungsstärken zu TBT 
nachgewiesen werden. Die Affinität für Tributylzinn sank jedoch nach der Desoxygeniemng, die 
mit einer Konformationsändemng verbunden ist, stark ab. Dies ist ein Befund der für stelische 
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und der Zinnverbindung spricht (Siebenlist & Taketa, 
1986). 
Bei den neuronalen NO 108-15 Zellen induzierten Triethylblei und Triethylzinn ebenfalls eine 
persistente Erhöhung der [Ca2+]j. Im Untersuchungszeitraum konnten weder 
Calciumoszillationen noch Calciumwellen nachgewiesen werden (Abb. 26 + 27). Diese zeitlich 
und räumlich hochorganisierten Signale waren nur nach einer Stimulierung mit Bradykinin 
nachzuweisen. Bei den NG108-15 Zellen konnten aus technischen Gründen (die Ergebnisse 
konnten nicht quantifiziert werden) keine Dosiseffekte untersucht werden. Um die 
Wirkungsmechanismen der Organametalle untersuchen zu können, wurden deshalb 
Konzentrationen ausgewählt, die zu einem deutlichen Effekt führten. 
Normalerweise wird die [Ca2+]i von den Zellen auf extrem niedrigem Niveau gehalten und auf 
physiologische Stimuli reagieren beide Zelltypen, wie in dieser Arbeit demonstrieti werden 
konnte, mit einer transienten Erhöhung der [Ca2+]j. Die Wirkung der Organometalle 
unterscheidet sich somit deutlich von den transienten Signalen, die von Rezeptoragonisten 
induziert werden. Die persistente Erhöhung der [Ca2+]i ist sicher für das toxische Potential der 
untersuchten Substanzen mit verantwortlich. Sie ist ein unphysiologischer und einschneidender 
Vorgang für die Zellen, da an die [Ca2+]j eine Vielzahl von Regulationsmechanismen gekoppelt 
sind. Beim Absterben der Zellen werden calciumabhängige Proteasen, Endonucleasen und 
Phospholipasen aktiviert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß durch 
calciumantagonistische Substanzen der Zelltod verzögeti werden kann (Abb. 15 + 16). 
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Mechanistische Untersuchungen zu den Effekten der Organometalle 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen, die zur Erhöhung der [Ca2+]i beitragen, 
aufzuklären. Grundsätzlich könnte der beobachtete Effekt der Organametalle auf 
Wechselwirkungen mit Rezeptoren von Hormonen bzw. Wachstumsfaktoren oder mit 
G-Proteinen zurückzuführen sein, die zu einer Aktivierung der PLC und zur Bildung von IP3 
führen. Aber auch Proteine, die den Calciumgradienten an den Membranen (ER, Mitochondrien, 
Plasmamembran) aufrechterhalten, wie die Na+/Ca2+-Austauscher und die Ca2+-ATPasen, sowie 
die Ca2+-Kanäle, könnten direkt oder indirekt durch die Organametalle verändert werden und 
ebenso wie ein Energiedefizit die Verändemngen der [Ca2+]j induzieren. Schließlich könnten auch 
unspezifische Membranschäden zu einer Erhöhung der [Ca2+]i beitragen. 
Letztgenannte scheiden aus mehreren Gründen mit großer Wahrscheinlichkeit als Ursache für den 
Organametalleffekt aus. Der Calciumindikator Fluo-3, ein kleines Molekül, wird in den Zellen 
zurückgehalten und gelangt nicht in den extrazellulären Raum (i\bb. 6). In einem chiaridfreien 
Medium ist der Effekt von TEL und TML auf die [Ca2+]i aufgehoben (Tab. 7), der 
Calciumgradient an der Plasmamembran kann demnach aufrechterhalten werden. Dies wäre nicht 
der Fall, wenn diese Verbindungen Löcher in der Membran verursachen würden. Schließlich 
konnte auch mit dem Trypanblau-Test gezeigt werden, daß die Integrität der Zellmembran im 
Untersuchungszeitraum gewahrt bleibt. 
Der organometall-induzierte Calduminflux ins Zytosol: Untersuchungen zur Quelle des 
Calciums 
Grundsätzlich gibt es zwei Quellen aus denen Calcium in das Zytosol strömen kann, wenn die 
Zellen mit einem physiologischen Stimulus aktiviert werden. Zum einen kann Calcium aus dem 
extrazellulären Raum einströmen und zum anderen kann es aus den intrazellulären Speichem 
freigesetzt werden. Beide Pools können mit Hilfe des chemotaktischen Peptids fMLP dargestellt 
werden (Abb. 5). In einem calciumhaltigen Medium trägt sowohl extrazelluläres wie auch 
intrazelluläres Calcium zum Signal bei, während die Stimulierung in einem calciumfreien Medium 
den Anteil der intrazellulären Speicher am Signal verdeutlicht. Im Gegensatz zu tMLP konnten 
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die Organametalle in calciumfreiem Medium weder bei den neuronalen NO 108-15 Zellen 
(Abb. 28 + 29) noch bei den HL-60 Zellen eine Erhöhung der [Ca2+Ji induzieren 
(Abb. 7, 8, 9 + 10; Tab. 2 + 3). Weitere Versuche, die jedoch nur mit den HL-60 Zellen 
durchgeführt wurden, bestätigten, daß der intrazelluläre Calciumpool unverändert bleibt 
(Abb. 9 + 1 0). In diesen Experimenten wurden die intrazellulären Speicher im Anschluß an die 
Behandlung mit den Organametallen durch die Applikation von Calciumionophor entleert 
(Calciumionophor interkaliert in die Membranen der zelluären Organellen, so daß Calcium entlang 
dem Konzentrationgradienten ins Zytosol strömt). In parallelen Ansätzen wurden die 
intrazellulären Speicher von Kontrollzellen und von mit Thapsigargin (Thapsigargin ist ein 
spezifischer Inhibitor der Ca2+ -A TPasen des ER) vorbehandelten Zellen durch die Applikation 
von Calciumionophor entleert. In den Kontrollen und den Zellen, die mit Organometallen 
vorbehandelt worden waren, konnten durch Calciumionophor gleiche Mengen Calcium freigesetzt 
werden, während die mit Thapsigargin vorinkubierten Zellen deutlich weniger Calcium aus den 
Speichern entlassen konnten. Die Speicher der mit Thapsigargin vorbehandelten Zellen hatten 
durch die Hemmung der Ca2+ -ATPasen deutlich Calcium aus dem ER verloren. In den HL-60 
Zellen die mit Organametallen exponiett waren, war dies nicht der Fall. Dies bedeutet, daß in 
diesen Zellen die Ca2+ -A TPasen des ER nicht gehemmt und die Entleerung der intrazellulären 
Speicher nicht von den Organametallen induziert wurde. 
Dieses Ergebnis wurde durch weitere Versuche, mit Zellen die im Anschluß an die 
Organometallbehandlung mit fMLP stimuliert wurden, untermauert. Das chemotaktische Peptid 
bewirkte eine transiente Erhöhung der [Ca2+Ji (Abb. 19). Im Gegensatz dazu konnte Montero 
und Kollegen (1994) mit fMLP eine transiente Erniedrigung der [Ca2+]i induzieren, nachdem die 
intrazellulären Speicher durch die Behandlung mit Thapsigargin entleert worden waren. Bei diesen 
Experimenten bewirkt Thapsigargin die Öffnung von Calciumkanälen der Plasmamembran wie sie 
im kapazitativen Modell postuliert wird (Putney, 1986). Dadurch steigt die [Ca2+]i an und das 
chemotaktische Peptid bewirkt dann eine transiente Erniedrigung des [Ca2+]i, da es die 
Ca2+ -A TPasen der Plasmamembran aktiviert und den Calciumeinstroms durch Kanäle hemmt. 
Wenn die Organametalle ebenfalls die intrazellulären Speicher entleeren würden, wäre von fMLP 
ein ähnlicher Effekt zu erwarten. 
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Von widersprüchlichen Ergebnissen berichten andere Arbeitsgruppen, die feststellten, daß TBT 
Calcium aus intrazellulären Speichern von Thymozyten freisetzen kann (Chow et al., 1992; 
Oyama et al., 1994). Weiter wurde festgestellt, daß TBT, TET und TMT die Ca2+-ATPasen des 
SR (Kodavanti et al., 1991) und TEL die Ca2+-ATPasen des ER hemmen kann (Albano et al., 
1994). Mit TBT, TET und TMT konnten die ATPasen von Synaptosomen gehemmt werden 
(Yallapragada et al., 1990). Die Effekte der Organametalle sind also vom untersuchten Zelltyp 
abhängig. 
Organometalle und die Energiereserven der Zellen 
Zur Untersuchung der Wirkungsmechanismen der Organametalle fanden die Mitochondrien 
besondere Beachtung, da sie wichtig für die Energiegewinnung der Zellen sind. Es wurde in 
mehreren Arbeiten gezeigt, daß die Zinnverbindungen die Atmungskettenphosphorylierung 
hemmen und zu einem Energieverlust in den Zellen führen. Nach der Behandlung mit TBT sank 
die ATP-Konzentration in Thymozyten innerhalb von 15 Minuten auf 50% und nach 4 Stunden 
auf 18% der ATP-Konzentration von Kontrollen (Raffray et al., 1993). Snoeij und seine 
Mitarbeiter (1986) berichten von einem Rückgang der ATP-Konzentration um 40 %, nachdem 
Thymozyten für 1 Stunde mit TBT inkubiert worden waJen. Weitere Effekte von TEL und TET, 
die bei Untersuchungen von Synaptosomen festgestellt wurden, sind neben der Verminderung der 
A TP-Konzentration und der Entkopplung der Atmungskette die Veränderung des 
mitochondrialen Membranpotentials (Kauppinen et al., 1988). Die Entkopp1ung der 
Atmungskette durch die Organametalle war aber nur partiell, der Großteil des Protonengradienten 
blieb noch bestehen und brach erst zusammen, als die Synaptosomen mit einem 
protonentranportierenden Antibiotikum behandelt wurden. Isolierte Rattenhepatozyten reagierten 
5 min nach der Applikation von TEL mit einer Depolarisation des mitochondrialen 
Membranpotentials (Albano et a!., 1994 ). Die Toxine zeigen also Wirkungen, die zur 
Einschränkung essentieller Zellfunktionen führen können. Unter anderem könnte auch eine 
Erhöhung der [Ca2+h aus einem Energiedefizit resultieren, da die Aufrechterhaltung der 
Calciumgradienten energieabhängig ist. Daher war eine wichtige Frage, die beantwortet werden 
sollte, ob die Organametalle auch bei HL-60 Zellen die [Ca2+]i erhöhen, nachdem sie ein 
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Energiedefizit verursacht haben. Auf die Messung der ATP-Konzentration wurde verzichtet, 
nachdem mit anderen Versuchen deutlich gezeigt werden konnte, daß die Zellen noch 
Energiereserven besitzen. Die Ergebnisse (Abb. 9, 10 + 19) zeigen, daß die Zellen das Calcium in 
den intrazellulären Speichern zurückhalten können. Dafür ist Energie in Form von A TP 
erforderlich, denn Calcium diffundiert permanent aus dem ER und wird von den Ca2+-ATPasen 
zurückgepumpt Diese Versuche, die allerdings, um die intrazellulären Speicher darstellen zu 
können, im calciumfreien Medium durchgeführt wurden, zeigten eindeutig, daß 
energieverbrauchende Prozesse noch ablaufen können, denn die Hemmung der Ca2+ -ATPasen des 
ER führt in HL-60 und NG I 08-15 Zellen sofort zu einem Anstieg der [Ca2+] i im Zytosol, wie mit 
Hilfe von Thapsigargin veranschaulicht werden konnte (Abb. 10 + 31). Dem Calciumzyklus an 
der Membran des ER werden physiologische Funktionen zugeschtieben und er soll durch die 
partielle Öffnung von Calciumkanälen durch IP3 zustande kommen (Favre et al., 1994). 
Bei den gerade besprochenen Versuchen ist zu beachten, daß kein Calciumgradient über der 
Plasmamembran vorhanden war, dessen Aufrechterhaltung ebenfalls Energie erfordert. Die Zellen 
wurden deshalb in calciumhaltigen Medium im Anschluß an die Behandlung mit den 
Organametallen mit fMLP stimuliert (Abb. 19), um weitere Hinweise auf ihren Energiestatus zu 
bekommen. Die Zellen können obwohl sie mit den Organametallen vorbehandelt waren, zunächst 
dem durch tMLP induzietten enormen Calciumeinstrom entgegenwirken. Erst nach einigen 
Minuten wird deutlich, daß die mit Organametallen behandelten Zellen im Vergleich zu den 
unbehandelten Kontrollen nicht mehr so effektiv gegenregulieren können. Da diese Regulation, 
wie noch diskutiert werden muß, durch die Ca2+ -A TPasen der Plasmamembran erfolgt, ist 
offensichtlich auch nach der Organometallbehandlung noch für einige Minuten genügend 
chemische Energie zum Antrieb dieser Systeme in den Zellen vorhanden. Wichtig ist in diesem 
Zusammenhang auch, daß die Organametalle die [Ca2+]j relativ schnell erhöhen, während die 
Veränderung des Energiestatus der Zellen bzw. die Schädigung der Mitochondrien einige Zeit in 
Anspruch nimmt, da die Organametalle zunächst die Plasmamembran durchdringen müssen. Erst 
dann können sie durch das Zytosol zu den Mitochondiien gelangen. Außerdem schalten die 
Zellen, wenn die Mitochondden durch die Organometalle geschädigt werden, zur 
Energiegewinnung von der oxidativen auf die glykolytische Phosphorylierung um (Snoeij et al., 
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1986). Für diesen Prozeß spricht auch die beobachtete Ansäuerung, die bei HL-60 Zellen durch 
die Organametalle verursacht wird. Ein weiteres Argument dafür, daß die Zellen noch 
Energiereseven besitzen, ist die Apoptose. Die Apoptose ist ein Vorgang der durch die 
Organametalle induziert werden kann, wenn sie in niedrigen Konzentrationen eingesetzt werden. 
Sie kann nach 2-3 Stunden anhand einer charakteristischen DNA Leiter, die auf die 
Fragmentiemng der DNA durch Endonucleasen zurückzuführen ist, bei HL-60 Zellen 
nachgewiesen werden (Zaucke et al., 1995). Sie ist ein Vorgang, bei dem die Zellen noch 
metabolisch aktiv sind, denn apoptotische Zellen können z.B. Ionengradienten an der Membran 
aufrechterhalten (Barry et al., 1993 ). 
Der Effekt der OrganometaHe auf die Ca2+ aA TPasen 
Wie schon erwähnt wurde, sind Ca2+-A TPasen Proteine, die in ihrer Funktion durch die 
Organametalle beeinträchtigt werden können. Über die Hemmung der Ca2+-ATPasen bei HL-60 
Zellen geben verschiedene Untersuchungen Aufschluß. Es handelt sich um die schon 
angesprochenen Versuche, bei denen in calciumfreiem Medium die intrazellulären Speicher mit 
Ionophor entlee1t wurden und bei denen die Zellen im Anschluß an die Behandlung mit den 
Organametallen mit fMLP stimulie1t wurden. Bei diesen Experimenten konnten die Zellen, die mit 
Organametallen behandelt worden waren, dem Calciuminflux, der durch Ca2+-Ionophor bzw. 
fMLP induziert worden war, zunächst sehr gut entgegenwirken. Erst nach einigen Minuten 
konnten die behandelten Zellen im Gegensatz zu den Kontrollzellen das Calcium nicht mehr so 
schnell in den extrazellulären Raum transportieren. Am Versuchsende war die [Ca2+]i bei den 
organometall-behandelten Zellen merklich höher. Am deutlichsten war dieser Effekt beim TET 
und beim TPT. Dieser Befund ist höchstwahrscheinlich auf die Hemmung bzw. auf eine 
Veränderung der Affinität der Ca2+ -ATPasen zurückzuführen (Abb. 9 + 10). Dafür sprechen 
folgende Ergebnisse: wenn die HL-60 Zellen bei 4 oc mit Ca2+-Ionophor in calciumfreiem 
Medium behandelt wurden, konnte zunächst kein Rückgang der freien Calciumionen im Zytosol 
beobachtet werden. Es handelt sich demnach nicht um einen Diffussionsprozeß, sondern um einen 
TranspOltmechanismus wie z.B. einen Ionenaustauscher (Antiport). Die in Frage kommenden 
Na+Jca2+-Austauscher scheinen, wie die Experimente mit Amilorid (Abb. 10) 
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zeigen, aber nicht beteiligt zu sein. Die Na+/Ca2+ -Austauscher sind offensichtlich auch bei der 
Rückregulation der [Ca2+]i nach einem Rezeptorstimulus bei HL-60 Zellen nicht involviett, denn 
die Zellen können unabhängig davon, ob Natrium im Medium vorhanden ist oder nicht, die 
ursprüngliche [Ca2+]i wieder einstellen (Abb. 20). Diese Charakteristika der HL-60 Zellen 
konnten für weitere Versuche ausgenutzt werden. 
Während die Organametalle nicht in allen Zelltypen zu einer Calciumfreisetzung aus 
intrazellulären Speichern führen, sind im Bezug auf die Ca2+ -A TPasen der Plasmamembran 
vergleichbare Wirkungen bei verschiedenen untersuchten Zelltypen nachgewiesen. 
Im Gegensatz zu den dialkylierten Verbindungen, haben tlialkylierte Zinnverbindungen keine hohe 
Affinität zu Thiolgruppen (Boyer, 1989). Dennoch wurde die Schutzwirkung von reduzierenden 
Substanzen wie Dithiothreitol beschtieben (Chow & Orrenius, 1994; Zaucke, persönliche 
Mitteilung). Diese einfachen oxidativen Prozesse dürften aber kaum der molekulare 
Wirkungsmechanismus der Organametalle sein, denn sie binden nur an wenige Proteine mit hoher 
Affinität. Dies läßt darauf schließen, daß die Organametalle nicht allein mit einer Aminosäure 
interagieren, sondern daß spezifische dreidimensionale Strukturen die Stärke der Bindung 
bestimmen. Die Ca2+ -A TPasen könnten ein solches organometall-bindendes Protein sein. Um die 
Ca2+--A TPasen zu beeinflussen, müssen die Organametalle nkht unbedingt direkt an die ATPasen 
binden. Denkbar wäre auch eine Interaktion mit dem Regulatorprotein Calmodulin. Calmodulin ist 
ein ubiquitäres Protein, das ausschließlich die Ca2+ -ATPasen der Plasmamembran reguliert 
(Penniston & Enyedi, 1994 ). Es konnte nachgewiesen werden, daß die Ca2+ -ATPasen, nachdem 
sie durch Calmodulin aktiviert wurden, viel stärker durch TBT, TET und TMT hemmbar sind 
(Yallapragada et al. 1990). Da auch die durch Calmodulin aktivierte Phosphodiesterase stärker 
durch TBT und TET gehemmt war, könnten die Organametalle auch an Calmodulin binden und 
dadurch die Wirkung auf die Ca2+ -A TPasen übertragen. 
Die Organametalle könnten die Aktivierung der Ca2+ -ATPasen verhindern oder die ATPasen 
hemmen, indem sie die Lipidumgebung verändern, wenn sie in die Plasmamembran interkalieren 
( Penniston & Enyedi, 1994 ). Da die Ca2+ -A TPasen obligatOiisch zwei Protonen ins Zytoso1 
transportieren (Carafoli, 1992), kann die von den Organometallen induzierte Ansäuerung dem 
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Calciumtransport entgegenwirken. Die organometall-induzierte Ansäuerung könnte natürlich auch 
auf die Aktivität der Ca2+ -A TPasen zurückzuführen sein. 
Für die neuronalen Zellen liegen keine entsprechenden Untersuchungen vor, da sie sich für die 
Messung im Fluoreszenzspektrometer nicht eigneten. Durch die Differenzierung bilden die Zellen 
keinen geschlossene Einzelzellschicht (Abb. 4), so daß das Fluoreszenzsignal zu schwach ist um 
vom Meßgerät detektiert werden zu können. 
Die Komponenten der Calcium-Signalwege 
Die membranassoziierten Signaltransduktionselemente generieren die Calciumsignale im Zytosol. 
Sie sind ebenfalls potentielle Angriffspunkte der Organometalle. HL-60 Zellen exprimieren 
G-protein-gekoppelte Rezeptoren, welche die PLC ß aktivieren und Rezeptoren mit 
Tyrosinkinaseaktivität, welche die PLC y aktivieren. Die Aktivierung der PLC fühtt zu einem 
charakteristischen Calciumeinstrom ins Zytosol, der sich aus den intrazellulären und den 
extrazellulären Calciumanteilen zusammensetzt. Während die G-protein-gekoppelten fMLP-
Rezeptoren bei HL-60 Zellen pertussistoxin-sensitiv sind (Abb. 5), sind die Effekte von A TP auf 
der G-Proteinebene nur partiell durch Pertussistoxin hemmbar (Cockcroft & Thomas, 1992). 
Neben diesen Signaltransduktionswegen gibt es auch Rezeptoren, die G-protein-abhängig die 
Leitfähigkeit für Calcium in der Plasmamembran erhöhen und die intrazellulären Calciumspeicher 
unverändett lassen (Seifert et al., 1994 ). Die Phospholipasen des ß- und y-Typs werden durch 
eine Phosphorylierung gehemmt, die von der PKC katalysiert wird. Diese Phosphorylierung kann 
durch die Aktivierung der PKC mit TPA ausgelöst werden (Thompson et al., 1986; Cockcroft & 
Thomas, 1992). 
Obwohl die Beteiligung einer IP3 vermittelten Erhöhung der [Ca2+Ji, beim organometall-
induzietten Effekt unwahrscheinlich erschien, da kein Calcium aus intrazellulären Speichern 
freigesetzt wird, wurden zusätzliche Experimente durchgeführt, die diesen Befund untetmauern 
sollten. Daß Toxine die Signaltransduktion stören können, ist z.B. für Pertussistoxin aber auch für 
Metalle wie AJ3+ (McDonald & Mamrack, 1988) und Organometalle wie das Methylquecksilber 
(Sarafian, 1993) nachgewiesen worden. Pertussistoxin inaktiviert hochspezifisch die 
Signaltransduktion durch bestimmte G-Proteine. Es eignet sich besonders gut, um diese 
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Mechanismen zu untersuchen. Hinweise auf die Beteiligung der an G-Proteine gekoppelten 
Signalweiterleitung gab es von Untersuchungen der organometall-induzierten 
Arachidonsäurefreisetzung. Die Vorbehandlung mit Pertussistoxin hatte zu einer partiellen 
Hemmung des Organometalleffekts gefühtt (Käfer & Krug, 1994; Krug, 1995). Auf die 
organometall-induzierte Erhöhung der [Ca2+Ji hatte die Vorbehandlung mit TPA bzw. 
Pertussistoxin im Gegensatz zu den Kontrollversuchen mit fMLP (Abb. 12) keinen Einfluß 
(Abb. 13, Tab. 4). Die Vorbehandlung mit TPA ging sogar immer mit einer Verstärkung des 
Metalleffektes einher. Die Ca2+-ATPasen (Pedanin & Snyderman, 1989; Penniston & Enyedi, 
1994) und die Na+JH+-Austauscher (Ladoux et al., 1987) werden durch die PKC phosphoryliert 
und aktiviert, deshalb könnte durch die Phosphorylierung die Affinität der Ca2+ -ATPasen für die 
Organometalle gesteigert und dadurch die inhibitodsche Wirkung der Organometalle verstärkt 
werden. Auch die Aktivierung der Na+fH+-Austauscher kann indirekt durch den Abbau des 
Na+-Gradienten, der sich negativ auf die Na+fCa2+-Austauscher auswirkt, den beobachteten 
Effekt erklären helfen. TP A induziert durch die Auslösung des respiratmy hurst, eine transiente 
Ansäuemng des Zytosols, die von den Zellen durch die Aktivität der Na+fH+-Austauscher 
einreguliett wird (Ladoux et al., 1989). Zusätzlich induzieren die Organometalle eine weitere 
Ansäuerung im Zytosol. Als Folge von beiden parallel ablaufenden Prozessen könnte die 
Konkurrenz der Protonen mit Calcium um Bindungsstellen an Proteinen den Effekt der 
Organometalle verstärken. Nach diesen Befunden ist es unwahrscheinlich, daß die Organometalle 
in bestimmte G-protein-gesteuette und PLC-abhängige Signalwege aktivierend eingreifen. 
Die Calciumkanäle der Plasmamembran 
Neben den Ca2+ -ATPasen sind die Calciumkanäle die wichtigsten Membranproteine, die im 
Zusammenhang mit der Regulation der [Ca2+]i eine Rolle spielen. Die beiden Zellinien, die in 
dieser Arbeit untersucht wurden, unterscheiden sich sehr stark bezüglich der Ausstattung mit 
Calciumkanälen. Die neuronalen NG l 08-15 Zellen exprimieren neben den rezeptorabhängigen 
und durch second messenger gesteuerten Calciumkanälen noch unterschiedliche 
spannungsabhängige Calciumkanäle. Durch große Depolarisationen der Membran werden Kanäle 
vom L-, Q-, P- und N-Typ, durch kleine Depolarisationen werden Kanäle vom T-Typ-geöffnet. 
Diskussion 97 
Bei NG108-15 Zellen wurden Kanäle vom L-Typ und N-Typ nachgewiesen (Kasai & Neher, 
1992; Chueh et al., 1994 ). Diese Kanäle sind durchlässig für Ba2+, Sr2+ und Ca2+ und sind durch 
Gd2+, La2+,Cd2+ Mn2+ und Ni2+ blockierbar (Kasai & Neher, 1992). Im Gegensatz dazu wurden 
spannungsabhängige Calciumkanäle beschrieben, die für Mn2+ durchlässig sein sollen 
(Ogura et al., 1990). Daneben gibt es die rezeptor-aktivietten Calciumkanäle der intrazellulären 
Speicher und der Plasmamembran, die sich in den NO-Zellen nach Stimulierung mit Hormonen 
wie z.B. Bradykinin öffnen (Ogura etal., 1990, Wilk-Blaszczak etal., 1994). In HL-60 Zellen 
konnten keine spannungsabhängigen Calciumkanäle nachgewiesen werden. Es wird angenommen, 
daß es in diesen nichterregbaren Zellen nur rezeptorgesteuerte oder durch second messenger 
gesteuerte Calciumkanäle gibt (Krause et al., 1990; Tsunoda, 1993,). Diese Kanäle sind neben 
Ca2+ für Mn2+ durchlässig und können durch Ni2+, Cd2+ und La3+ blockiert werden (Demaurex 
et al., 1992). Bei Neutrophilen wurden auch calciumaktiviette Calciumkanäle beschrieben 
(Schruff & Foder, 1993 ). HL-60 Zellen sollen diese Kanäle allerdings nicht besitzen. Bei ihnen 
wird angenommen, daß ein erhöhter Calciumspiegel die Bildung von IP3 durch die PLC fördert, 
wodurch der Calciumeinstrom ins Zytosol verstärkt wird (Pittet et al., 1989). Insgesamt sind die 
Calciumkanäle der HL-60 Zellen, wie auch die von anderen nicht enegbru·en Zellen, nicht sehr gut 
chru·akterisiert. Dies dtitfte vor allem dru·an liegen, daß die nichterregbru·en Zellen die [Ca2+]i nur 
sehr langsam erhöhen, wofür nur sehr kleine Ströme nötig sind. Dadurch werden die Kanäle nur 
schwer detektierbal'. Während ein Aktionspotential im Bereich von Millisekunden abläuft und nur 
unter Beteiligung von großen Calciumströmen ent~tehen kann, dauert ein typisches Calciumsignal 
in HL-60 Zellen mehrere Minuten. Die molekulru·e Struktur der Calciumkanäle von Blutzellen ist 
noch völlig unbekannt (Schal'ff & Foder, 1993). Es ist daher nicht möglich durch Aufreinigung 
und Rekonstitution der Proteine in Membranen ihre Eigenschaften zu untersuchen. 
Die Untersuchungen mit dem Calciumkanalblocker Ni2+ ergaben in HL-60 Zellen weitere 
Hinweise auf den organometall-induzierten Mechanismus der Erhöhung der [Ca2+Ji. Die Wirkung 
der untersuchten Bleiverbindungen konnte durch die Vorinkubation mit Ni2+ deutlich gehemmt 
werden (Abb. 15 + 16, Tab. 5), während im Fall der Zinnverbindungen nur der Effekt von TBT 
deutlich vermindert war. In weiteren Untersuchungen, die nur mit TEL durchgeführt wurden, 
konnte die [Ca2+]i, die nach der 10 minütigen Behandlung mit TEL gestiegen wru·, durch die 
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Zugabe von Ni2+ ins Inkubationmedium von den Zellen deutlich gesenkt werden (Daten nicht 
gezeigt). Weitere Experimente mit Mn2+ (Abb. 17 + 18), geben einen mehr als deutlichen Hinweis 
auf den Wirkungsmechanismus der Bleiverbindungen und von TBT. Diese Verbindungen 
induzieren die Öffnung von Calciumkanälen der Plasmamembran. Erstaunlicherweise konnte dies 
weder für TPT noch für TET nachgewiesen werden. 
Wie die Organametalle die Öffnung der Calciumkanäle induzieren, ist bislang noch unbekannt. 
Die Aktivierung des IP3 Signalweges ist aber sehr unwahrscheinlich: weder mit Pertussistoxin 
noch mit TPA konnte der Organametalleffekt negativ beeinflußt werden, und es war auch keine 
Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern detektierbar. Denkbar wäre aber noch die 
Beteiligung von anderen Signal wegen. Wird z.B. der Signaltransduktionsweg des 
Tumornekrosefaktors (TNF) aktiviett, wird auch freie Arachidonsäure gebildet 
(Raines et al., 1994; Vandenabeele et al., 1995). Arachidonsäure kann in HL-60 Zellen einen 
Calciumeinstrom aus dem extrazellulären Raum induzieren (Abb. 11). Da auch die Organametalle 
die Bildung von Arachidonsäure bewirken könnte sie die Öffnung von Calciumkanälen induzieren. 
Kinetische Untersuchungen zur Arachidonsäurefreisetzung durch die Organametalle haben 
allerdings gezeigt, daß die cPLA2 erst dann aktiv wird, wenn die Calciumkonzentration einen 
bestimmten Schwellenwert en·eicht hat (Krug & Culig, 1991; Ade et al., 1995). Außerdem ließ 
sich mit Verapamil (in erregbaren Zellen ein Inhibitor von spannungsabhängigen Calciumkanälen) 
die Arachidonsäurefreisetzung um bis zu 70 % hemmen (Käfer & Krug, 1994 ), während der 
Calciumeinstrom unverändett bleibt (Daten nicht gezeigt), da die HL-60 Zellen keine 
spannungsabhängigen Calciumkanäle besitzen. Die Wirkung von Verapamil auf die organurnetaU-
induzierte Arachidonsäurefreisetzung in HL-60 Zellen ist wahrscheinlich dadurch begründet, daß 
Verapamil unspezifische Komplexe mit Phospholipiden bildet, die das Substrat, 
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin, für die cPLA2 unzugänglich machen (Chang 
et al., 1987). Diese Ergebnisse sprechen dafür, daß die freie Arachidonsäure erst dann gebildet 
' I 
wird wenn die cPLA2 durch den organurnetaU-induzierten Calciumeinstroms ins Zytosol aktiviert 
wurde und nicht umgekehrt, .. daß die Arachi donsäure den lnt1ux von Calcium aktiviert. Die 
Arachidonsäure und ihre Metabolite, oder andere Calcium aktivierende Substanzen, könnten aber 
nach längeren Inkubationszeiten, vor allem mit TBT, zu einem Calciumeinstom ins Zytoso1 führen 
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(Abb. 23 ). Wie noch besprochen wird, verursachen die Organametalle Störungen des Chiarid-
und Protonenhaushalts. Diese Störungen könnten durch die Veränderung des osmotischen Drucks 
im Zytosol einen Wa">sereinstrom und dadurch ein Anschwellen der Zellen bewirken. Die daraus 
resultierende Dehnung der Plasmamembran kann die Calciumkanäle von Neutrophilen aktivieren 
(Krause & Welsh, 1990). 
Bei den NG 108-15 Zellen konnte für TEL und TBT ebenfalls eine Beteiligung der Calciumkanäle 
nachgewiesen werden. Mit Verapamil, einem Blocker von spannungsabhängigen Calciumkanälen 
(die unspezifischen Wirkungen von Verapamil sind im Zusammenhang mit den Calciumkanälen 
bedeutungslos), konnte der Effekt von TBT sehr stark vermindert werden (Abb. 32). Auch Mn2+, 
das sowohl als Blocker von spannungsabhängigen Calciumkanälen wirkt, aber auch durch 
rezeptorgesteuerte Kanäle in die Zellen gelangen kann, vermindert innerhalb kurzer Zeit die 
Fluoreszenz des calciumsensitiven Farbstoffs in den NO-Zellen und belegt damit die Beteiligung 
von Calciumkanälen am Organametalleffekt (Abb. 26 + 27). 
Die Na+fCa2+.Austauscher 
Neben den Ca2+-ATPasen sind die Na+fca2+-Austauscher für die Regulation der [Ca2+]j von 
Bedeutung. Sie finden sich in der Plasmamembran genauso wie in der Mitochondrienmembran 
und der Membran des SR von Herz- und Skelettmuskelzellen, von neuronalen Zellen wie z.B den 
NG 108-15 Zellen und verschiedenen sekretorischen Zellen. Sie transportieren normaletweise 
Calcium im obligatorischen Austausch gegen Natrium über die Membran in den extrazellulären 
Raum. Die Na+/Ca2+ -Austauscher sollen nach der Meinung von Carafoli ( 1987) nur bei starken 
Erhöhungen der [Ca2+h und vor allem in erregbaren Zellen eine Rolle spielen, da sie im 
Gegensatz zu den Ca2+ -ATPasen nur eine geringe Affinität, aber eine große Transportkapazität 
für Calcium besitzen. Dennoch können die Austauscher durch den ungefähr l Ofachen 
Natriumgradienten an der Plasmamembran und das Membranpotential die [Ca2+]i theoretisch auf 
30~40 nM reduzieren (Reeves, 1992 ). Die Austauscher sind nicht elektroneutral, da sie drei 
Natliumionen gegen ein Calciumion austauschen. Deshalb wird der Natriumefflux und der 
Calciumint1ux gefördert, wenn die Membran depolarisiert wird und umgekehrt, wenn die 
Membran repolarisiert. Die Umkehrung der Transpottrichtung, d.h. der Austausch von Ca2+ ins 
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Zytosol und Na+ in den extrazellulären Raum, kann aber nicht nur durch die Depolarisation, 
sondern auch nach der Veränderung des Nattiumgradienten etfolgen und damit die Ursache für 
die Erhöhung der [Ca2+]i sein (Hideharu et al., 1994; Kiedrowski et al., 1994). Die Umkehrung 
könnte demnach auch durch Organometalle induziert werden, denn sie bewirken eine Ansäuerung 
des Zytoso1s, die zum einen zusammen mit dem Calciumeinstrom die Membran depolarisieren und 
zum anderen durch die Aktivierung der Na+fH+ -Austauschers den Nattiumgradienten umkehren 
könnte. 
In Blutzellen, insbesondere in Neutrophilen, ist die Existenz der Na+/Ca2+-Austauscher umstritten 
(Scharff & Foder, 1993 ). Zusätzlich ist unklar·, ob sie für den Calciuminflux oder den -efflux 
wichtig sind. Es wurde zum einen berichtet, daß die Austauscher Calcium nach außen 
transportieren, wenn die Ca2+ -ATPasen gehemmt sind, während sie beim fMLP-induzierten 
Calciumeinstrom unwichtig sind (A viram & Aviram, 1989). Zum anderen wurde gezeigt, daß die 
Na+/Ca2+ -Austauscher erheblich zur Erhöhung der [Ca2+]i beitragen, wenn Neutrophile mit 
fMLP stimuliert werden (Simchowitz et al., 1990). 
Aus zwei Gründen gab es Anlaß zu der Annahme, daß die Na+/Ca2+ -Austauscher an den Effekten 
der Organometalle auf Llie [Ca2+]i in HL-60 Zellen beteiligt sein könnten. Erstens wird die 
Umkehrung der Transportrichtung als Ursache der von TEL induzierten Erhöhung der [Ca2+]i in 
primären Hepatozyten diskutiert (Carini et al., 1994). Zweitens war· nach der Vorinkubation der 
Zellen mit Amiimid und nachfolgender Behandlung mit den Organametallen im Vergleich zu nicht 
vorbehandelten Zellen, eine Verstärkung der von Organableiverbindungen induzierten 
Arachidonsäurefreisetzung festgestellt worden (Käfer, 1994 ). Da Amiimid ein bekannter Inhibitor 
der Na+fH+- unLI Na+fCa2+ -Austauscher ist, wurde dieser Effekt auf einen ve1minderten 
Abtransport von Ca2+ aus den Zellen zurückgeführt. Wie die Expelimente mit Amiimid zeigten, 
war· die Ursache für die verstärkte Arachidonsäurefreisetzung wahrscheinlich eine unspezifische 
Erhöhung der [Ca2+]j durch Amilodd, die zur weiteren Aktivierung der cPLA2 fühtte (Daten 
nicht gezeigt). Amiimid induziert einen Calciuminflux aus dem extrazellulären Raum, da in 
calciumfreiem Medium die [Ca2+]i unverändert bleibt (Abb. 10 b). Die Hemmung der 
Austauscher mit Amiloiid konnte durch die unspezifische Nebenwirkung von Amiimid in 
calciumhaltigen Medium keinen Aufschluß auf die Wirkung der Organametalle geben. Diese 
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Befunde waren ausschlaggebend, um die Wirkung der Organometalle in einem Medium, dessen 
Nattiumionen durch Cholin substituiert worden waren, zu untersuchen. Nattiumfreie Medien 
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen zur Untersuchung der Na+fH+- und 
Na+/Ca2+-Austauscher eingesetzt (Ladoux et al., 1987, Kiedrowski et al., 1994; Yang et al., 
1995). Das nattiumfreie Medium induziert im Gegensatz zu Amilorid per se keine Erhöhung der 
[Ca2+Ji, Durch diesen Befund ist auch ausgeschlossen, daß die verminderte Natriumkonzentration 
die Bildung von IP3 induziert, wie sie in renalen Epithelzellen festgestellt wurde 
(Smith et al., 1989; Brochiero et al., 1995). Im unstimulierten Zustand sind die 
Na+/Ca2+ -Austauscher ohne Bedeutung für die Aufrechterhaltung des basalen Calciumspiegels 
(Abb. 1 0). Wenn die Zellen allerdings in natdumfreien Medium mit den Organometallen behandelt 
wurden, konnte mit TEL, TML und mit TBT eine deutliche Verstärkung und mit TPL eine leichte 
Verstärkung des Effekts im Vergleich zum nattiumhaltigen Medium festgestellt werden, während 
die Behandlung mit TPT und TET keine unterschiedlichen Ergebnisse brachte (Tab. 6). Diese 
beiden Verbindungen, die keine Öffnung von Calciumkanälen induzierten, unterscheiden sich also 
auch durch diesen Befund von den anderen Substanzen. 
Um die beobachteten Effekte zu erklären, gibt es mehrere Möglichkeiten. Zunächst soll der Effekt 
unter der Annahme diskutie1t werden, daß die HL-60 Zellen die Na+fca2+ -Austauscher besitzen. 
Die Wirkung der Bleiverbindungen und von TBT auf die [Ca2+]i in natliumfreiem Medium kann 
durch zwei Mechanismen erklärt werden. Zum einen könnten die Austauscher im natliumfreien 
Medium im Gegensatz zum natriumhaltigen Medium umgekehrt arbeiten. Da im Zytosol mehr 
Natrium vorhanden ist als im extrazellulären Raum, transportieren sie Natrium nach außen und 
Calcium nach innen. Hierdurch wird der Effekt der Xenobiotika verstärkt. Die Umkehrung des 
Transports wird durch die Depolarisation der Membran und den veränderten Nattiumgradienten 
unterstützt. Zum anderen könnten die Austauscher auch aufgrund des fehlenden 
Natliumgradienten nicht mehr funktionieren und somit nicht zum Abtr·anspott von Calcium aus 
dem Zytosol beitragen. Beide Erklämngen sprechen dafür, daß die Austauscher durch die 
Bleiverbindungen und durch TBT nicht beeinträchtigt werden. Die Wirkung von TET und TPT 
auf die [Ca2+]i ist in natriumfreien Medium im Vergleich zum nattiumha.ltigen Medium 
unverändert. Diese Ergebnisse sind nur dadurch zu erklären, daß die Austauscher von TET und 
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TPT gehemmt werden. Dies könnte auch beim TPhL der Fall sein, da der Effekt im natriumfreien 
Medium zwar signifikant, aber im Vergleich zum TEL nur sehr schwach verändert ist. 
Nun werden die Ergebnisse unter der Annahme diskutiert, daß die HL-60 Zellen keine 
Na+/Ca2+-Austauscher besitzen. Die Organometalle induzieren eine Ansäuerung des Zytosols 
(Abb. 21 ). Dieser Ansäuerung wirken die HL-60 Zellen notmalerweise durch die Aktivierung der 
Na+fH+-Austauscher entgegen [die CI-/Hco3--Austauscher sollen in den HL-60 Zellen nicht 
wichtig zur Regulation des pH-Wertes sein. Sie werden nur aktiviert, wenn das Zytosol alkalisch 
wird (Ladoux et al., 1987)]. Wenn der Natriumgradient nicht mehr vorhanden ist, können die 
Austauscher nicht mehr arbeiten, und die Ansäuerung des Zytosols wird verstärkt. Die Protonen 
können dann mit Calcium um Bindungstellen an negativ geladenen Gruppen konkurrieren und 
Calcium verdrängen, wodurch die [Ca2+Ji ansteigt. Allerdings müßten dann für TET und TPT 
zusätzliche oder andere Mechanismen angenommen werden, da auch diese Verbindungen die 
Ansäuerung im Zytosol bewirken. 
Als weitere Ursache für die Verstärkung des Organometalleffekts durch natliumfreies Medium, 
kommt die bereits erwähnte, von den Bleiverbindungen und TBT induzierte Öffnung von 
Calciumkanälen in Frage. Die Calciumkanäle von HL-60 Zellen sollen auch für Natriumionen 
durchlä-;sig sein (Krautwurst et al., 1992). Wenn Natrium im extrazellulären Medium fehlt, kann 
es auch nicht mehr mit Calcium um den Durchtritt durch den Kanal konkunieren und letztlich 
gelangt dadurch mehr Calcium ins Zytosol. Diese These korreliert auch sehr gut mit der Tatsache, 
daß die beiden Substanzen TET und TPT, deren Wirkung auf die [Ca2+]i in natliumfreien 
Medium unverändert ist, auch keine Öffnung von Calciumkanälen bewirken. 
Untersuchungen zur Wirkung der Organometalle auf den zytosolischen pH-Wert 
In der Literatur werden als Folge der Ansäuerung des Zytosols je nach Zelltyp unterschiedliche 
Effekte beschlieben. So kann es zur Calciumfreisetzung aus inu·azellulären Speichern oder zum 
Calciumeinstrom durch pH-sensitive Calciumkanäle kommen (Bums et al., 1991, Tsunoda, 
1993 ). In HL-60 Zellen bewirkt die Ansäuerung des Zytosols mittels Propionsäure eine Erhöhung 
der [Ca2+]j (Naccache et al., 1988). Es wurde postuliert, daß durch die Ansäuerung ein 
Calciuminflux ausgelöst wird, der zur Aktivierung der Na+fH+ -Austauscher führt 
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(Burns et al., 1991 ). Von den Zinn- und Bleiverbindungen ist schon lange bekannt, daß sie OH-
-Ionen im Austausch gegen Cl--Ionen durch Membranen transportieren können (siehe Kap. 1.4). 
Die treibende Kraft ist der Konzentrationsgradient der Cl--Ionen an der Plasmamembran 
(Simchowitz etal., 1991). Somit werden Cl--Ionen in die Zellen und OH--Ionen aus den Zellen 
transportiert, der pH-Wert im Zytosol sinkt und die Chloridkonzentration in den Zellen nimmt zu. 
Protonengradienten sind vor allem an der inneren Mitochondrienmembran wichtig zur Bildung 
von A TP und die Protonengradienten werden durch den Ionenaustausch der Organometalle 
abgebaut (Kauppinen et al., 1988 ). Allerdings wirkt die Ansäuemng des Zytosols, die zum 
Aufbau eines Protonengradienten an der Plasmamembran führt, dem Austausch entgegen und 
bringt ihn zum erliegen (Simchowitz et al., 1991 ). 
Durch die Ansäuerung kann es zur Konkurrenz von Protonen und Calcium um negativ geladene 
Gmppen an Makromolekülen und Lipiden kommen. Dieser Konkurrenz wird die transiente 
Ansäuemng zugeschrieben, die durch eine Stimulierung mit fMLP in HL-60 Zellen induziert wird 
(Ladoux et al., 1989). Der Ansäuemng wirken HL-60 Zellen normalerweise durch die 
Aktivierung der Na+fH+-Austauscher entgegen (Restrepo etal., 1987; Ladoux etal., 1989). Die 
Aktivität dieser Austauscher kann die Na+fca2+ -Austauscher beeinträchtigen, da der 
Natriumgradient an der Membran abgebaut wird. In anderen Zellen werden Ca2+JH+-Austauscher 
aktiviert, die in HL-60 Zellen bisher aber nicht nachgewiesen worden sind (Tsukamoto et al., 
1991, Daugirdas et al., 1995). 
Um die Auswirkungen des in der Literatur beschriebenen, durch die Organametalle bedingten 
Cl-/OH--Austausches auf die [Ca2+h untersuchen zu können, wurde ein chlotidfreies Medium 
hergestellt. Behandelt man die HL-60 Zellen in diesem Medium, führt dies mit allen Verbindungen 
mit Ausnahme von TPhL zu einer statistisch signifikanten Veningemng des Organometalleffekts 
auf die [Ca2+]i (Tab. 7). Bei Behandlung mit TEL und TML fühlt die Verwendung eines 
chloridfreien Mediums zur fast 100 %igen Hemmung. Die Effekte dieser beiden Substanzen sind 
also sehr stark von Chloridionen abhängig. Von Bedeutung könnte in diesem Zusammenhang die 
Umkehrung des Chloridgradienten im chloridfreien Medium sein. Die Organametalle könnten 
unter diesen Bedingungen Chlodd nach außen und Hydroxidionen nach innen transportieren. 
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Bei den anderen untersuchten Verbindungen könnten andere Faktoren eine wichtige Rolle spielen, 
denn die Chiaridkonzentration im Außenmedium beeinflußt hormonstimulierte Calciumströme. 
Bei Endothelzellen führt die Öffnung von CI- -Kanälen zur Hyperpolarisation der Membran und 
damit zur Verstärkung des Calciumstroms (Yumoto et al., 1995). Da CI--Kanäle auch in HL-60 
Zellen beschrieben wurden (Hallows & Knauf, 1994 ), könnten Chloridströme die Stärke von 
Calciumströmen beeintlussen. Der Effekt der Zinnverbindungen in chlmidfreiem Medium könnte 
auch dadurch vermindert werden, daß das Membranpotential durch die Ansäuemng und den 
Calciumeinstrom depolarisiert wird, sind keine Chlotidionen zum Ladungsausgleich vorhanden, 
wird der Calciumeinstrom durch die sinkende elektromotorische Kraft abgeschwächt. Für TEL 
und TML kommt dieser Effekt aber nicht in Frage, da der Calciumeinstrom sehr stark gehemmt 
wird und auch die Ansäuemng nur schwach (TEL) bzw. nicht (TML) nachweisbar war. Nach 
Behandlung mit diesen beiden Verbindungen scheint der CI-/oH- Austausch, der durch die 
Substanzen selbst katalysiert wird, von großer Bedeutung und eventuell der auslösende Faktor für 
den Effekt auf die [Ca2+]i zu sein. 
Diese Versuche deuteten darauf hin, daß die Organametalle auch in HL-60 Zellen wie in der 
Literatur beschrieben als Ionenaustauscher wirken. Theoretisch wäre es deshalb möglich, daß die 
aus dem Ionenaustausch resultierende Ansäuemng im Zytosol die Erhöhung der [Ca2+]i z. B. 
durch die Aktivierung von pH-sensitiven Calciumkanälen, induziert. Deshalb war es 
unumgänglich, die Wirkung der Organametalle auf den intrazellulären pH-Wert zu untersuchen. 
Zu diesem Zweck wurde die Bestimmung des pH-Werts mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF 
etabliert. Mit dieser Methode konnte gezeigt werden, daß die Organometalle eine Senkung des 
pH-Werts im Zytosol verursachen (Abb. 21 ). Die Zinnverbindungen und TPhL vemrsachten die 
pH-Ändemng sehr schnell. Bereits nach der 2 rnin war das Maximum erreicht und pendelte sich 
dann um diesen Wert ein. Ein von TBT induzierter schneller Chloridinflux, der im Zusammenhang 
mit dem CI-loH--Austausch stehtend nach kurzer Zeit ein Plateau erreichte, wurde auch von 
Simchowitz und Kollegen ( 1991) in Neutrophilen nachgewiesen. Die beiden ttialkylierten 
Bleiverbindungen fühtten erst nach 5 min zur maximalen Ansäuemng des Zytosols. Sie 
unterscheiden sich dadurch erneut deutlich von den anderen untersuchten Substanzen. 
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Weitere Unterschiede ergaben sich in der Wirksamkeit der Substanzen. Denn die Verbindungen, 
die wie TBT, TET und TPhL in relativ niedrigen Konzentrationen eingesetzt wurden, senkten den 
pH-Wert um ca. 0,13-0,18 Einheiten, während die Erniedrigung durch die anderen untersuchten 
Verbindungen, die in höheren Konzentrationen eingesetzt wurden, ca. 0,2- 0,25 pH-Einheiten 
betrug. 
Die Erhöhung der zytosolischen Protonenkonzentration, die von den Organametallen verursacht 
wird, könnte zur Erhöhung der [Ca2+]i beitragen, da Protonen mit Calcium um Bindungsstellen 
konkurrieren können. Diese Ansäuerung ist aber nicht der Faktor, der die Öffnung von 
pB-sensitiven Calciumkanälen auslöst, denn TET und TPT senken den pH-Wert ebenfalls, 
bewirken aber nicht die Öffnung von Calciumkanälen. Auch eine andere Arbeitsgruppe konnte 
zeigen, daß eine intrazelluläre Ansäuerung in HL-60 Zellen nicht mit einer Erhöhung der [Ca2+]j 
einhergehen muß (Bany et al., 1993). 
Die Untersuchungen der Effekte auf die [Ca2+]i in chiaridfreiem Medium zeigten, daß sich die 
Kanäle nicht durch eine direkte Interaktion mit TEL und TML öffnen, es sei denn, diese 
Wechselwirkungen wären in Abwesenheit von Chiaridionen verhindert. Der Effekt von TEL und 
TML ist demzufolge stark von der Anwesenheit von Chloridionen abhängig. Toxische Effekte, die 
von Veränderungen der Chloridionenkonzentration im Zytosol ausgehen, wurden auch in 
Nervenzellen nachgewiesen. Es wurde gezeigt, daß die Depolaristion der Membran durch 
Glutamat zu einem Chlorideinstram führt, der das Anschwellen der Zellen bewirkt. Dieses 
Anschwellen soll der auslösende Faktor sein, der zum Absterben der Zellen führt. Allerdings 
sterben die Zellen nicht dadurch, daß sie durch den erhöhten Innendruck platzen, sondern durch 
andere Faktoren, die durch den gestörten Ionenhaushalt entstehen (Takahashi et al., 1995). 
Demnach könnte auch die Wirkung der trialkylierten Bleiverbindungen auf die [Ca2+h auf eine 
veränderte Chiaridkonzentration im Zytosol zurückzuführen sein, denn die Volumenregulation 
von Zellen ist von Chiaridionen abhängig. Allerdings muß der im chiaridfreien Medium fehlende 
Effekt von TML und TEL auf die [Ca2+h nicht unbedingt mit einer verminderten Toxizität der 
Verbindungen einhergehen. Verity und Kollegen ( 1990) stellten im chiaridfreien Medium im 
Vergleich zum chloridhaltigen Medium ein schnelleres Absterben von Nervenzellen fest. 
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In chiaridfreiem Medium waren die Metalleffekte auf den zytosolischen pH-Wert sehr 
unterschiedlich (Abb. 22). Erst 5 min nach der Applikation der Zinnverbindungen, TEL und TPhL 
war der Effekt feststellbar. Außerdem war die durch TPT, TET, TEL hervorgerufene Wirkung 
nicht so stark. Die Behandlung mit TML führte in chiaridfreiem Medium zu keiner Ansäuerung. 
Der schwächere Effekt dieser Verbindungen ist sicher auf die Umkehrung des Chiaridgradienten 
zmiickzuführen. Unter chiaridfreien Bedingungen im extrazellulären Raum können die 
Organametalle keine Hydroxidionen aus den Zellen transportieren, sonderen es werden 
entsprechend dem Chiaridgradienten Hydroxidionen in die Zellen transportiert. Dieser Transport 
wirkt der Ansäuerung des Zytosols entgegen. 
Die Effekte waren nach der Behandlung mit TBT und TPhL unabhängig von Chloridionen. illre 
Wirkung war im chloridhaltigen genauso wie im chiaridfreien Medium (Tab. 8). Die Ansäuerung 
fand also unabhängig von Chlorid statt und wird durch diese Verbindungen wahrscheinlich al.;; 
Folge verschiedener Zellaktivitäten hervorgerufen. Als Reaktion auf TBT und TPhL könnten die 
Zellen zur Energiegewinnung den Metabolismus erhöhen, insbesondere die Aktivierung der 
Glykolyse, kann innerhalb von Sekunden zur Ansäuerung des Zytosols führen (Borregaad et al., 
1984 ). Die Aktivierung der Glykolyse nach der Behandlung mit Organametallen wurde beriet.'> 
nachgewiesen (Snoeij et al., 1986). Die Ansäuerung könnte auch auf den respiratory hurst, der 
durch die Erhöhung der zytosolischen Calciumkonzentration gesteuert wird, zurückzuführen sein 
(Simchowitz etal., 1990; Krautwurst etal., 1992). Auch die Aktivität der Ca2+-ATPase, die al<> 
Austauschionen Protonen benötigt, könnte den beobachteten Effekt erklären (Carafoli, 1992; 
Daugirdas et al., 1995). Diese Effekte könnten Die Wirkung der beiden Substanzen al.;; 
Ionenaustauscher überdecken. Für TET, TPT und TEL waren im chiaridfreiem Medium nur in 
den ersten 5 min unterschiedliche Effekte im Vergleich zum chlmidhaltigen Medium festzustellen 
(Tab. 8). Diese sind dadurch zu erklären, daß die Organometalle, in Anwesenheit von 
Chlmidionen, den schnellen chlo~dabhängigen Hydroxidionen-Austausch bewirken. Wenn keine 
Chiaridionen vorhanden sind, kehrt sich dieser Effekt um und wirkt der Ansäuerung entgegen, die 
durch dieselben Faktoren induziert werden kann und für TBT und TPhL diskutiert wurden. Im 
chlmidhaltigen Medium wirken beide Effekte zusammen. Chlorid, das aus den Zellen ins Medium 
diffundiert und das mit den Organametallen ins Medium gelangt,' (da sie als Ch1oridsalze zugesetzt 
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werden) kann den Austausch nicht bewirken, da er gegen einen Chiaridgradienten erfolgen müßte. 
Im Gegensatz dazu ist die Ansäuemng durch TML auf seine Aktivität als Ionentauscher 
zurückzuführen. 
Folgereaktionen der Erhöhung der zytosolischen freien Calciumkonzentration 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, einen Zusammenhang zwischen den beiden 
Organometalleffekten Arachidonsäurefreisetzung und Erhöhung der [Ca2+]i, herzustellen. Die 
Freisetzung der Arachidonsäure ist aus folgenden Gründen auf die Aktivierung der 
calciumabhängigen cPLA2 zurückzuführen: I. Die Arachidonsäurefreisetzung ist durch Inhibitoren 
der cPLA2 hemmbar (Kmg & Culig, 1991). IL Die Arachidonsäure wird aus der sn-2 Position 
von Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin, den Substraten der cPLA2 freigesetzt 
(Krug&Culig, 1991; Käfer etal., 1992). Ill. Es konnte nachgewiesen werden, daß nur 
Arachidonsäure und keine andere Fettsäure freigesetzt wird (Krug & Culig, 1991 ). IV. Die 
Arachidonsäurefreisetzung elfolgt nur, wenn ausreichend Calcium vorhanden ist. Die Aktiviemng 
der cPLA2 erfolgt, wenn das Enzym aufgmnd der erhöhten [Ca2+]i an die Plasmamembran 
verlagett wird (Channon & Leslie, 1990; Clark et al., 1991; Rehfeldt et al., 1993) und wenn eine 
Phosphorylierung elfolgt (Dennis, 1993; Lin et al., 1993 ). Aus diesem Gmnd ist es sehr 
wahrscheinlich, daß die Erhöhung der [Ca2+]i durch die Organometalle der Aktivierung der 
cPLA2 vorausgeht. Diese These wird durch folgende Ergebnisse gestützt: I. Auch das 
Ca2+- lonophor A23187 führt zur Arachidonsäurefreisetzung aus den Membranphosopholipiden 
von HL-60 Zellen (Käfer et al., 1992). II. Dieselben Konzentrationen der Organometalle, welche 
die Freisetzung von Arachidonsäure stimulieren, erhöhen auch die [Ca2+]i (Abb. 15 + 16) III. 
Kinetische Untersuchungen haben gezeigt, daß Arachidonsäure erst einigen Minuten nach der 
Zugabe von Organometallen freigesetzt wird (Kmg & Culig, 1991 ), zu diesem Zeitpunkt ist die 
[Ca2+h bereits auf Werte von 100-200 nM angestiegen (Abb. 15 + 16). IV. In calciumfreiem 
Medium wird keine Arachidonsäure freigesetzt (Abb. 15 + 16). V. Die Reduktion des 
Calciumeinstroms durch Ni2+ und in chloridfreiem Medium geht mit einer Reduktion der 
Arachidonsäurefreisetzung einher (Abb. 15 + 16, Tab. 9). 
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Die unterschiedliche Wirkung der Organametalle auf die Arachidonsäurefreisetzung wirft die 
Frage nach zusätzlichen Mechanismen der cPLA2 Aktivierung auf. In diesem Zusammenhang 
dürfte die Phosphorylierung ein wichtiger Punkt sein. Die Aktivierung der MAP-Kinase, einem 
Enzym, das in der Signaltransduktionskaskade die Phosphorylierung der cPLA2 katalysieren kann, 
wurde für TBT und TEL nachgewiesen (Zaucke, persönliche Mitteilung). 
Aus der Arachidonsäure werden von den HL-60 Zellen und im menschlichen Organismus von den 
Neutrophilen zahlreiche Metabolite gebildet, wie Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene und 
Lipoxine. Diese Metabolite der Arachidonsäure und der plättchenaktivierende Faktor (PAF) sind 
wichtige Mediatoren von Entzündungen, sie sind an der Immunantwort und an 
Überempfindlichkeitsreaktionen beteiligt. Durch diese Mediatoren werden andere Blutzellen 
aktiviert. In Thrombozyten wird durch Arachidonsäure die PLC aktiviert und durch 
Thromboxan A2 wird die Aggregation ausgelöst. Durch PAF werden z.B. Thrombozyten, 
Makrophagen und Eosinophile aktiviert, nachdem PAF an einen Membranrezeptor gebunden und 
die Stimulierung der PLC bewirkt hat (Bames et al., 1988). Da HL-60 Zellen nach der 
Behandlung mit Organometallen Arachidonsäure freisetzen, P AF bilden (Krug et al., 1994) und 
die freie Arachidonsäure metabolisieren, und eventuell noch weitere bisher nicht beschriebene 
Signalstoffe entstehen könnten, wurde untersucht, ob solche aktivierenden Substanzen von den 
HL-60 Zellen abgegeben werden. Nach der Behandlung von Zellen mit TBT konnten nach ca. 
10 min Fakton1n, die einen Calciuminflux ins Zytosol von unbehandelten Zellen auslösen, 
nachgewiesen werden (Abb. 23), während mit TEL kein Effekt festgestellt werden konnte. Um 
welche Art von Faktoren es sich handen könnte, ist bisher noch unklar. 
In nahezu umweltrelevanten Konzentrationen können Organometalle, wenn sie gleichzeitig mit 
anderen Verbindungen, wie z.B. Lebensmittelfarbstoffen eingesetzt werden, ebenfalls die 
Freisetzung von Arachidonsäure induzieren (Walser & K1ug, 1995). Weitere Effekte, die durch 
niedrige Organometallkonzentrationen hervorgerufen werden, sind Veränderungen des 
Zytoskeletts und der Zelloberfläche (Krug et al., 1993), der Genexpression (Käfer, 1994) und die 
Induktion der Apoptose (Zaucke et al., 1995 ). Die Struktur des Zytoskeletts ist von der [Ca2+]i 
abhängig, z.B. monomerisieren bei hohen Calciumkonzentrationen die Aktinfilamente (Mat-;udira 
& Janmey, 1988). Die Induktion des jun-Onkogens, z.B. durch TEL (Käfer, 1994), steht unter 
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Kontrolle der intrazellulären freien Calciumkonzentration (Werlen et al., 1993) und wird in der 
Literatur als allgemeine Reaktion auf Zellschädigungen, die von Xenobiotika ausgehen, sowie im 
Zusammenhang mit der Apoptose diskutiert (Collota etal., 1992; Harn etal., 1995). An der 
Apoptose sind calciumabhängige Endonucleasen beteiligt. Weiterhin spielen die [Ca2+]j, sowie 
der intrazelluläre pH-Wert eine wichtige Rolle (Schwartzman & Cidlowski, 1993; Raffray et al., 
1993; Binder & Hiddemann, 1994 ). Das Interesse an der Beeinflussung der genannten Prozesse 
durch Calcium war und ist daher sehr groß. Deshalb wurden Untersuchungen mit niedrigen 
Organometallkonzentrationen und längeren Inkubationszeiten durchgeführt. Auch mit den 
niedrigen Toxinkonzentrationen konnte nach einer Behandlung von 60 min eine Erhöhung der 
[Ca2+]i erreicht werden (Tab. 10). Dadurch entsteht der Eindruck, daß ein Zusammenhang 
zwischen der Apoptose und der durch die Organametalle induzierten Erhöhung der [Ca2+]i 
besteht. Es gibt aber einige Arbeiten, in denen nachgewiesen wurde, daß die Apoptose auch 
unabhängig von einer Calciumerhöhung ablaufen kann und z.B. von einer Ansäuerung des 
Zytosols abhängig ist (Barry & Eastman, 1992; Eastman, 1995). Diese wurde durch die 
Organametalle ebenfalls verursacht (Abb. 21 ). Die Apoptose ist durch den Ablauf von komplexen 
Vorgängen charakterisiert, die auch durch die Organametalle ausgelöst werden und den 
Zelluntergang herbeiführen. Auch von anderen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, daß TBT in 
Thymozyten die Apoptose bewirken kann (Aw et al., 1990). Mit diesen Ergebnissen lassen sich 
z.B. in vivo Befunde, wie die Atrophie des Thymus von Ratten, erklären (Bayer, 1989; Vos et al., 
1989). Die Beeinträchtigung des Immunsystems durch Organametalle kann ernste Folgen für die 
Gesundheit haben. Schwere Unfälle wie z.B. Ende der 70er Jahre im Irak, wo mit 
Quecksilberverbindungen gebeiztes Saatgut zum Brotbacken verwendet wurde, haben das 
toxische Potential und die Wirkung der Metallverbindungen deutlich gemacht. Gefahren für die 
Gesundheit gehen aber nicht nur von Unfällen aus, denn inzwischen erreichen die Organometalle 
durch ihren Eintrag in die Umwelt stellenweise sehr hohe Konzentrationen und durch deren 
Akkumulation im Körper können bestimmte Organe in Mitleidenschaft gezogen werden. Im 
Knochengewebe von Robben und Walen der Nordsee wurden Bleiwerte festgestellt, die beim 
Menschen Knochengewebsnekrosen auslösen können. Die Methylquecbilberwerte waren weit 
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höher, als alle bisher in der Welt gemessenen Werte und stellen damit eine potentielle 
Gefahrenquelle für die Blut- und Immunzellbildung dar (Beyer, 1995). 
Neben dem Immunsystem wird auch das Nervensystem von den Organametallen geschädigt. Die 
Minamata-Katastrophe wurde durch die Einleitung von quecksilberhaltigen Fabrikabwässern ins 
Meer ausgelöst. Die Bevölkerung wurde durch kontaminierten Fisch mit Methylquecksilber 
belastet und es zeigte sich, daß die pränatale Exposition mit Methylquecksilber zu zerebralen 
Störungen führt. Auch die chronische, subletale Verabreichung von TEL führte im Tierversuch zu 
einem Verlust von Neuronen im Hippocampus (Verity, 1995). In Ratten wurde durch injiziertes 
TMT die verstärkte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen im Hippocampus induziert (LeBel 
et al., 1990). Die Organametalle verursachen die Freisetzung von exzitatoiischen Aminosäuren 
(Glutamat und Aspartat), die durch andauernde Erregung den massenhaften Tod von 
Nervenzellen bewirken können (Vos et al., 1989). Der Untergang von Nervenzellen bzw. 
morphologische Veränderungen, wie sie durch die Behandlung von Nervenzellen mit 
Organametallen gezeigt wurden (Audesirk et al., 1989), werden im direkten Zusammenhang mit 
der Alzheimer und Huntington Krankheit diskutiert (lrvin et al., 1994; Takahashi et al., 1994). 
Bislang gibt es aufgrund fehlender Daten noch keine generelle Hypothese zum Mechnismus der 
immuno- und neurotoxischen Wirkung der Organometalle. Die in dieser Arbeit an Zellkoturen 
gewonnenen Daten leisten einen Beitrag um den Zusammenhang zwischen dem durch die 
Organametalle induzierten molekularen und zellulären Veränderungen und den in vivo 
festgestellten pathologischen Befunden, herzustellen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
Die zellulären Wirkungsmechanismen organischer Blei- und Zinnverbindungen sind zum großen 
Teil nicht verstanden. Die immuno- und neurotoxischen Effekte dieser Xenobiotika lassen jedoch 
die Beeinflussung der Signalwege in den Zellen vermuten. Daher lag der Schwerpunkt dieser 
Arbeit in der Untersuchung der Signalübertragungswege und der damit verbundenen Regulation 
des Calciums. 
Sowohl in den immunkompetenten Zellen (HL-60) wie auch in den neuronalen ZeHen 
(NG l 08-15) induzietten die untersuchten Organametalle eine persistente Erhöhung der 
zytosolischen freien Calciumkonzentration. 
Mechanistische Studien mit EGTA, dem Calciuw..kanalblocker Nickel und der Untersuchung der 
intrazellulären Speicher in den HL-60 Zellen ergaben, daß ausschließlich das extrazelluläre 
Calcium für den organometall-induzietten Anstieg der zytosolischen freien Calciumkonzentration 
verantwmtlich ist. Die Bleiverbindungen sowie das TBT für..ren zur Öffnung von Calciumkanälen 
in der Plasmamembran, dem die HL-60 Zellen nicht mehr ausreichend entgegenwirken können. 
Die Expetimente mit den NG 108-15 Zellen belegen diese Ergebnisse. Durch den Einsatz von 
Mangan (Mn2+) und Verapamil wurde nachgewiesen, daß der von TEL und TBT induziette 
Calciumintlux auch hier durch Calciumkanäle elfolgt. 
Während bestimmte rezeptor-aktivierte Signalwege durch die Organometalle nicht induziert 
werden, konnte die Hemmung von Ca2+_ATPasen ebenfalls beschrieben werden. 
Die von ihrer Stuktur abhängige Wirkung der Blei- und Zinnverbindungen resultiett letztlich in 
durch das Calcium vermittelten Folgereaktionen, wie der Aktivierung der cPLA2 oder eventuell 
der Induktion der Apoptose. 
Die durch die Metallverbindungen verändette Regulation der zytosolischen freien 
Calciumkonzentration war auch von anderen Ionengradienten an der Plasmamembran, wie Na+, 
CI-, oder H+ abhängig. 
Mit dieser Arbeit wurde ein Beitrag zur Aufklämng der biochemischen Mechanismen und zum 
Verständnis der zellschädigenden Wirkung von Organometallen geleistet. 
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